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RESUMO

A castanheira-de-gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke), popularmente conhecida como
"castanheira de burro" ou "fava de morcego", ¢ uma espécie nativa da regido Nordeste do Brasil,
reconhecida principalmente pelas suas améndoas, que contém elevados niveis de lipidios e
proteinas. Contudo, o potencial biotecnoldgico de seus residuos, como a casca dos frutos, ainda
¢ pouco explorado. A casca da castanheira pode ser uma fonte promissora para a extracao de
enzimas, como as proteases, que podem ter aplicagdes no setor agropecudrio, especialmente na
alimentacdo animal. A avicultura de corte, uma importante atividade economica para o Brasil,
enfrenta desafios relacionados ao estresse térmico, que prejudica o bem-estar das aves e afeta
seu desempenho produtivo. Como os frangos sao animais homeotérmicos, tém dificuldades em
regular sua temperatura corporal em condi¢gdes de calor extremo, o que pode resultar em
impactos negativos na produtividade. Portanto, explorar alternativas nutricionais que ajudem a
mitigar os efeitos do estresse térmico ¢ uma area de grande interesse para a avicultura. Este
estudo teve como objetivo avaliar o potencial biotecnologico de proteases extraidas da casca
do fruto da castanheira-do-gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) e sua aplicagdo em ragdes para
frangos de corte. Além disso, buscou-se verificar os efeitos da adicdo de extrato bruto e
purificado dessas proteases na dieta de pintos de corte durante a fase de 1 a 7 dias de idade, sob
condigdes de estresse térmico. O extrato bruto de proteases foi obtido através da maceracao da
casca dos frutos de D. lacunifera, seguido de extragdo com tampao fosfato de s6dio 0,1 M a pH
8, agitagdo por 120 minutos e centrifugacdo. A atividade das proteases e a quantificagdo
proteica foi avaliada, assim como a caracterizacdo bioquimica da enzima que incluiu a
determinagdo do pH 6timo, temperatura 6tima e suas estabilidade, assim como a influéncia de
ions e surfactantes sobre a atividade enzimatica da protease. Foi feita ainda a avaliacdo da
toxicidade do extrato frente a Artemia salina e a estabilidade da enzima sobre racdes comerciais
para frangos de corte. A purifica¢do das enzimas foi realizada utilizando o sistema de duas fases
aquosas (PEG/Sal) através de um planejamento fatorial 2¢. Para a avaliagdo da aplicacdao da
enzima para analise in vivo, 150 pintos da linhagem Cobb foram distribuidos em um
experimento totalmente casualizado, com trés tratamentos: grupo controle (sem enzima), grupo
com enzima extraida do extrato bruto (300 unidades/g de racdo) e grupo com enzima purificada
(6,6 g/kg de ragdo). Os pintos foram expostos a condi¢des de estresse térmico durante a fase de
1 a 7 dias de idade. As proteases extraidas apresentaram uma atividade de 30,66 U/mL e uma
atividade especifica de 66,65 U/mg. A caracterizacdao bioquimica revelou um pH 6timo de 11,
parcialmente estavel apos 24 horas e uma temperatura 6tima de 50°C, com estabilidade por até
90 minutos. A adicdo de Mg** aumentou a atividade enzimatica em 11%, enquanto os demais
ions reduziram a atividade. O extrato mostrou-se estavel em ragdes peletizadas e fareladas e
nao apresentou toxicidade para Artemia salina. A purificagao utilizando o sistema de duas fases
aquosas resultou em uma recuperacao de 204,22% da atividade enzimatica, com um fator de
purificacao de 8,6. Quanto ao desempenho das aves, os resultados mostraram que, apos 7 dias
de estresse térmico, os pintos que receberam o extrato purificado apresentaram ganho de peso
significativamente maior em comparacao aos grupos controle e com extrato bruto. As proteases
extraidas da casca do fruto da Dipteryx lacunifera Ducke demonstraram caracteristicas
bioquimicas favoraveis, elevada estabilidade em ragdes e auséncia de toxicidade, indicando seu
potencial como aditivo enzimatico sustentavel na nutricdo animal. Além disso, a suplementagao
com esse extrato purificado melhorou significativamente o ganho de peso dos frangos de corte,
mesmo sob condicdes severas de estresse térmico, destacando o valor dessa alternativa na
avicultura. Este estudo sugere que a utilizagdo dessas proteases pode ser uma estratégia
promissora para melhorar os parametros produtivos dos frangos, como ganho de peso e
conversao alimentar, especialmente quando combinada com medidas ambientais adequadas
para reduzir os efeitos do estresse térmico.

Palavras-chave: aditivo enzimatico, nutricao animal, enzimas proteoliticas, fava do morcego.



ABSTRACT

The castanheira-de-gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke), popularly known as "castanheira de
burro" or "fava de morcego," is a species native to the Northeast region of Brazil, primarily
recognized for its almonds, which contain high levels of lipids and proteins. However, the
biotechnological potential of its residues, such as the fruit peel, remains largely unexplored.
The peel of the castanheira may be a promising source for the extraction of enzymes, such as
proteases, which can have applications in the agricultural sector, particularly in animal feed.
Broiler poultry farming, an important economic activity in Brazil, faces challenges related to
thermal stress, which harms the well-being of the birds and affects their productive
performance. Since chickens are homeothermic animals, they have difficulty regulating their
body temperature in extreme heat conditions, which can result in negative impacts on
productivity. Therefore, exploring nutritional alternatives to help mitigate the effects of thermal
stress is an area of great interest for poultry farming. This study aimed to evaluate the
biotechnological potential of proteases extracted from the fruit peel of castanheira-de-gurguéia
(Dipteryx lacunifera Ducke) and their application in broiler poultry feed. Additionally, the
study sought to assess the effects of adding both crude and purified extracts of these proteases
to the diet of day-old chicks (1-7 days of age) under thermal stress conditions. The crude
protease extract was obtained by macerating the fruit peel of D. lacunifera, followed by
extraction with 0.1 M sodium phosphate buffer at pH 8, agitation for 120 minutes, and
centrifugation. The protease activity and protein quantification were evaluated, as well as the
biochemical characterization of the enzyme, which included determining the optimal pH,
optimal temperature, and enzyme stability, along with the influence of ions and surfactants on
enzyme activity. The toxicity of the extract was assessed using Artemia salina, and the enzyme
stability in commercial broiler feed was also evaluated. Enzyme purification was carried out
using a two-phase aqueous system (PEG/Sal) through a 2 factorial design. For the in vivo
application assessment, 150 Cobb chicks were distributed in a completely randomized
experiment with three treatments: a control group (without enzyme), a group with enzyme
extracted from the crude extract (300 units/g of feed), and a group with purified enzyme (6.6
g/kg of feed). The chicks were exposed to thermal stress conditions during the first 7 days of
age. The extracted proteases presented an activity of 30.66 U/mL and a specific activity of 66.65
U/mg. The biochemical characterization revealed an optimal pH of 11, which was partially
stable after 24 hours, and an optimal temperature of 50°C, with stability for up to 90 minutes.
The addition of Mg*" increased enzyme activity by 11%, while other ions reduced the activity.
The extract was stable in pelleted and crumbled feed and showed no toxicity to Artemia salina.
The purification using the two-phase aqueous system resulted in a recovery of 204.22% of
enzyme activity, with a purification factor of 8.6. Regarding bird performance, the results
showed that after 7 days of thermal stress, the chicks that received the purified extract had a
significantly higher weight gain compared to the control and crude extract groups. Proteases
extracted from the fruit peel of Dipteryx lacunifera Ducke demonstrated favorable biochemical
characteristics, high stability in feed, and no toxicity, indicating their potential as a sustainable
enzymatic additive in animal nutrition. Moreover, supplementation with this purified extract
significantly improved the weight gain of broiler chickens, even under severe thermal stress
conditions, highlighting the value of this alternative in poultry farming. This study suggests that
the use of these proteases can be a promising strategy to improve productive parameters in
broilers, such as weight gain and feed conversion, especially when combined with appropriate
environmental measures to reduce the effects of thermal stress.

Keywords: Enzymatic additive, animal nutrition, proteolytic enzymes, bat fruit.



LISTA DE FIGURAS

CAPITULO 1

Figura 1 - Arvore da Castanheira do Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke). ........................ 18
Figura 2 - Fruto da Castanheira do Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke)...........cccveeeunnennnee. 19
Figura 3 - A - Parte interna do fruto da Castanheira do Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke)
e B — Castanha da D.lacunifera DUCKE.............cccceeiiieiiiriieiieieeeeeee e 20
Figura 4 - pH das diferentes porcoes do sistema digestivo da ave com respectiva protease
Y ST |1 Ve £ TSP 27
Figura 5 - Efeitos combinados da temperatura ambiente e da umidade relativa para definir o

NIVE] dO EStIESSE POT CALOT......uiieiiiiiieiieeiii ettt ettt ettt e e et ebe e teeenbeesaaeesseensnas 30

CAPITULO 2

Figura 1 - Casca do fruto da castanha-do-gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) obtida pela
separacao da casca da Castanna.. .......c..ccciiieiiiiiciiie e e e 47

Figura 2 - Atividade residual de proteases extraidas da casca do fruto da castanheira-do-
gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) frente a diferentes
EEMPETATUTAS. ...ttt ettt e e e st e et e s sbn e s aaeesbaeesnneesabnee e 54

Figura 3 - Efeito do tempo na estabilidade da protease extraida da casca do fruto da castanha-
dO-GUIZUEIA @ S0°C....ccoiiiieiiie ettt e et e et e e et e e st e e s bee e s b eeeenseeensseeesseesnsseesnseas 55

Figura 4 - Efeito do pH na estabilidade da protease extraidas da casca do fruto da D. lacunifera

Figura 5 - Efeito do tempo na estabilidade da protease extraida da casca do fruto da D.
lacunifera Ducke em PH 11,0.......ccciiiiiiiiiiiicie ettt et eenaeeea 57

Figura 6 - Efeitos das varidveis independentes (MMPEG, CPEG, pH, CSal) na recuperagdo da
eNZIMA N0 SAL (Y SAL) coouriiiiii et e e eabe e e eab e e e easeeenneas 62

Figura 7 - Diagrama para interpretagio geométrica dos efeitos de um planejamento 24, tendo
como variavel-resposta a recuperagao das proteases para a fase sal (Y sal) para analisar a
concentragao do PEG em fungao da massa molar do

Figura 8 - Efeito das varidveis sobre o fator de purificagdo (FPsarL) da protease extraida da
casca do fruto da castanheira do-Gurguéia pelo sistema de duas fases aquosas na fase rica em
SAL (FPSAL )t tette ettt ettt et st ettt e b e et e et aee 63



CAPITULO 3

Figura 1 — Galpao convencional localizado no Colégio Técnico de Bom Jesus, UFPI .......... 71

Figura 2 — Pintos de corte alojados nas gaiolas............ceevveeiieiieiieeniienieeeeeie e 72
Figura 3. Imagens termograficas da avaliacdo da temperatura da superficie de pintinhos de 7
dias de idade estressados POT CALOT........cccuiiiiiiieiiie e e e es 75
Figura 4. Variacdo da temperatura, umidade e indice de temperatura e umidade (ITU) ao longo

do periodo eXPEriMENtal.........cccoiiieiiiiriieiieie ettt et et b et e be e e enbeeneas 77



LISTA DE TABELAS
CAPITULO 1

Tabela 1 - Temperatura ambiente para o conforto térmico na criagdo de frangos de corte.. ..29

CAPITULO 2

Tabela 1 - Niveis das variaveis estudadas no planejamento fatorial completo 2* para purificacio
da protease extraida da casca da Castanheira do Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke)

Tabela 2 -Atividade de proteases extraidas da casca do fruto da Castanheira-do-Gurguéia
(Dipteryx lacunifera Ducke) utilizando diferentes tampdes e tempos de extracao.................... 51
Tabela 3 — Avaliagdo da atividade 6tima das proteases extraidas da casca do fruto da
castanheira-do-Gurguéia (Dipteryx lacunifera DUCKE) ...........ccceeveriiniininiicniiniccnicnecieeee 53
Tabela 4 - Caracterizacdo da atividade de proteases extraidas da casca do fruto da castanheira-

do-Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) frente a diferentes tempos........cccceeevverieenienneenen. 54

Tabela 5 - Efeito dos ions e surfactantes na atividade da protease extraida da casca do fruto da

D. 1acunifera DUCKE.........c.coocveeciiieieeieecie ettt ettt et set e e teesaeeteesaaeesseessseesaessseeseessseenseens 57

Tabela 6 - Resultados da purifica¢do da protease extraida do fruto da Castanheira do Gurguéia

pelo SDFA (PEG/fosfato de SOAI0)......ccuiiiiiiiiiiieieeieee e 60
CAPITULO 3

Tabela 1. Composicao percentual e valores nutricionais calculados das ragdes utilizadas nos
(04 015 81101 1101 SRS 72
Tabela 2. Dados climéaticos durante a conducao experimental.............cccccvveeviiieriieeniieeenineenns 76

Tabela 3 - Parametros fisiologicos de frangos de corte de 1 a 7 dias sob estresse térmico por

Tabela 4 - Desempenho de frangos de corte de 1 a 7 dias suplementados com Extrato Bruto e

Purificado da Castanheira do GUIZUECIA..........ccccuiieeiiieeiiie ettt 79



LISTA DE SIMBOLOS

PEG = Polietilenoglicol

MMpEgG = Massa molar do PEG

Csal = Concentracao de fosfato

YsaL = Recuperagdo da enzima na fase sal

C = Pontos centrais

Crec = Concentracdo do PEG

K = Coeficiente de parti¢ao

FPprg = Fator de purificagdo na fase PEG

pH = Potencial hidrogenionico

Yrec = Recuperacdo da enzima na fase PEG
FPsaL = Fator de purificag@o na fase Sal

EBCG= Extrato bruto da castanheira do Gurguéia
EPCG= Extrato Purificado castanheira do Gurguéia
GP = Ganho de peso

CR = Consumo de racao

CA = Conversao alimentar

VIAB = Viabilidade

LOC = Dificuldade de locomogao

CV = Coeficiente de variacao



SUMARIO

1. INTRODUGAQ ..cuueerrcrcrererenenesesesesesesesesesesesssesesssesssesesssesssesssssssssssssessssssssssssssssssssssssssses 15
CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO ....uuevrreereereesesseesessessssssssessessessessessessessesesss 17
1.2 Dipteryx Lacunifera DUCKE .........c.cooiiiiiiiiiiiieiiecie ettt e 18
1.3 Residu0S a@rOTNAUSIIIAIS . ....veetieeiieiieeieeieeeieeite ettt ettt e ete et e ebeesseesnbeessaeenseessneensaens 20
1.4 Proteases: fungdes, importancia € apliCagOES .......evvieruireiieriieeiieiieeieesiee e e sire e eseeeeneeens 23
1.5 Aplicagdo das proteases na NULricA0 anNimMal ..........cc.eevueeeiiienieeiieenieeiieree e seee e 25
1.6 Acao das proteases na fisiologias digestiva das aVes ........ccceeeecreeerieeerieeeniee e 26
1.7 Influencia do estresse por calor em frangos de COTte..........evvvuiririiiircieeeriie e 28
REFERENCIAS .cocuouiemrennsensscnssstusessssessssessssesssssssssssssessssessssssssssssssssssssssssssssessssssssssssssss 31

CAPITULO 2 - USO DA CASCA DO FRUTO DA CASTANHEIRA DO GURGUEIA
(Dipteryx lacunifera DUCKE) COMO FONTE DE PROTEASES: EXTRACAO,
PURIFICACAO, CARACTERIZACAO, AVALIACAO DE TOXICIDADE E

ESTABILIDADE IN VITRO EM RACOES PARA FRANGOS DE CORTE................... 42
RESUMO......cccvrvversurssursensans .44
ABSTRACT .uuieiiiininsnicseisinssicssissssssissssssssssssssissssssssssssssssssssstsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 44
1. INTRODUGAOQ ....coueneeeercrerrnenesesesessssesessssssssssesessssssssssessssssssssssessssssssssssssssssssssssessssssaes 45
2. MATERIAL E METODOS 46
2.1 Obtencao do material vegetal e preparo das solugdes de estratos ..........ccoecvverveecreenvennnnene 46
2.2 Preparagao do extrato bruto contendo as Proteases ........c..ccoeevueeeereerieriieneenieeieeneeneneenne 47
2.3 Determinag@o da atividade ProteasiCa .........ceveeuerierierierierieiieeitese et 48
2.4 Quantificag@0o de ProteINA........ceevviriiriirieriiieeeet ettt 48
2.5 Caracterizacdo bioquimica das proteases presentes no extrato bruto..........ccceeceevueeruennnene 48
2.5.1 Efeito da temperatura na atividade e sua estabilidade...........cccccoevverieiriiiiniiiiniieceee 48
2.5.2 Efeito do pH sobre a atividade e sua estabilidade ...........ccccceeeeiiiinciiinciiiiee 48
2.5.3 Efeito de ions metalicos, inibidores e surfactantes............cccccevvveviviiiiiiiiiiiiiieiiiiiiieeeeenn 49
2.6 Ensaio de toxicidade frente aos nauplios de Artemia salina...........ccecceeevevveenieeenieecnieennne, 49

2.7 Avaliacao da atividade proteésica frente a diferentes tipos de ragdes utilizadas para frangos

& COTEE ..ttt et h e e et e bt e et e e e bt e e st e e bt e st e e bt e eabeenbeesnneens 50
2.8 Pré-Purificagdo  através do sistema de duas fases aquosas (PEG-Sal)
.................................................................................................................................................. 50
2.9 ANALISE ESTALISTICA ...evieueeriiiriieie ettt ettt sttt 51
3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .....ouumimininisscsscssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 51
3.1 EXtragao das PrOt@ASES.....cccueeruierieeriieeieeieeeieeteesteeteesateeteessteeseessseenseesseeenseessnesnseessseenne 51
3.2 Caracterizacdo bioquimica das proteases presentes no extrato bruto.........cccceeceeveeevenneenne. 52

3.3 Avaliacao da toxicidade das proteases presentes no extrato bruto frente aos nauplios de
ATEEIMIA SAIINA ...ttt ettt et ettt e bttt e b e et et ebeenaeas 58



3.4 Avaliagdo da atividade proteésica frente a diferentes tipos de ragdes utilizadas para frangos

& COTER ..ttt ettt ettt et ettt e e bt e e bt estteeabeesaeeesbeeseeesseesseeenseessesnsaennneesseesnesnsaens 58
3.5 Purificagdo das proteases presentes no extrato bruto pelo Sistema de Duas Fases Aquosas
(PEG/FOSTAto de SOI0.......ciiiuiieiiiieciiee ettt ettt et e e e eave e e ease e e eaaeeeenneas 58
4. CONCLUSAO . c...ccurenrinencnsnssinsensenssssessssssnsssssssssssesssssssssssssnssssssssssssssssssssssssssssssssassassssss 64
REFERENCIAS ..cueuevureunennensnessssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssassseses 65

CAPITULO 3 — APLICACAO DE PROTEASES BRUTAS E PURIFICADAS OBTDAS
DA CASCA DO FRUTO DA DIPTERYX LACUNIFERA DUCKE COMO ADITIVO EM
DIETA PARA PINTOS DE CORTE EM CONDICOES DE ESTRESSE TERMICO....68

RESUMO......cccvrvvensuensursrennacs .69
ABSTRACT ..uuieeiieriinsninsensnsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 70
1. INTRODUGAOQ ....coueeenercrerrnesesesessssesesssssssssesessssssssssessssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssaes 70
2. MATERIAL E METODOS 71
2.1 LOCAl dO EXPETIMENTO ...uvvieirieiieeirieiie et eiteeteesteeeteesteeesbeesseeeeseesaseesseenssesnseessseasseensseansaens 71
2.2 Animais e formulacao das FaGOECS ...........ccvuiieiiieeiiiecciie ettt e 71
2.3 Monitoramento das condi¢des experimentais e delineamento experimental ..................... 74
2.4 ANALISE ESTALISTICA ..veeeviieiiieeeiieecieeeeiee et e et e et e e et e e et eeebaeeebaeesaaeeesaseeesnseeesseeennseeennes 76
3. RESULTADOS E DISCUSSAO 76
4. CONCLUSAO . cc..cuueinnrircnnsinsssscsssisssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 81
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .....coueumenmcnssensesnsessssssssessssssssssssssssssesssssssssssssssess 82

ANEXOS ...covvvuvenennnnsnccnnnnnes .85




15

1. INTRODUCAO

O Cerrado do Norte e Nordeste do Brasil abriga uma grande diversidade de espécies
frutiferas nativas com potencial exploratorio de uso por meio do extrativismo, como € o caso
da Castanheira-do-Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke), suas améndoas sdo facilmente
encontradas na regido Sul e Centro-sul dos estados do Piaui ¢ Maranhdo. Estudos sobre essa
espécie ainda sdo escassos, sobretudo a respeito do seu potencial biotecnoldgico. A castanha
dessa espécie de planta ¢ comercializada em feiras livres, possui um elevado teor de lipidios e
moderado teor de proteinas, ao qual a torna importante para o consumo humano e como também
como fonte de alimentos para os animais da regido no periodo de estiagem (Carvalho ef al.,
2008; Ribeiro et al., 2012; Polmann et al.,2021). Entretanto, a casca do fruto, que pode
representar cerca de 60% do total, permanece subaproveitada, e seu potencial econdmico e
biotecnoldgico ainda € pouco explorado, sendo geralmente descartada como residuo ou tratada
como coproduto.

Com a reutilizacdo da matéria prima presente na regido e no intuito de reduzir a
quantidade de residuos que muitas vezes ¢ desperdicado faz-se a necessidade de reciclagem
desse material de forma sustentavel minimizando a agdo de problemas ambientais (Panesar et
al.,2016). Os residuos agroindustriais sao subprodutos originados do processamento industrial,
de atividades agricolas ou da producdo animal. Muitas vezes, esses materiais sdo descartados
devido a falta de reaproveitamento ou a auséncia de valor economico agregado. No entanto,
diversas pesquisas e instituicoes tém buscado alternativas para minimizar os impactos
ambientais e o desperdicio causado pelas industrias dos setores agricolas, promovendo o
reaproveitamento desses materiais (Dou ef al., 2018; Shurson, 2020; Pinotti et al., 2023).

Uma das alternativas para o aproveitamento de residuos € sua utilizagdo como fonte de
biomoléculas, passiveis de exploracdo em diversos setores industriais, como o farmacéutico,
alimenticio e de producdo animal. Dentre essas biomoléculas, destacam-se as proteases,
também conhecidas como proteinases ou enzimas proteoliticas. Essas enzimas atuam na
hidrélise de ligacdes peptidicas das proteinas, resultando na formacdao de fragmentos de
peptideos e aminoacidos (Hadjidj ef al., 2018; Elhamdi ef al., 2023). As proteases representam
a principal categoria de enzimas industriais, respondendo por aproximadamente 65% da
producdo global de enzimas (Elhamdi et al., 2023). Elas estdo amplamente distribuidas entre
diferentes formas de vida, sendo produzidas por animais, vegetais € microrganismos

(Nascimento et al., 2017; Liu et al., 2019; Neumann et al., 2020; Oliveira et al., 2020). Devido
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a sua participagdo em iniimeros processos biologicos, essas enzimas possuem aplicagdes
significativas em multiplos setores industriais.

Entretanto, além da extracdo para que haja maior eficacia da enzima ¢ necessario
também processos de purificagdo, sobretudo que sejam realizados de forma eficiente,
ambientalmente sustentavel e de baixo (Nascimento et al., 2016; Zydney, 2016). Um dos
métodos que vem sendo bastante utilizado para que haja eficiéncia durante a purificacdo ¢ o
sistema de duas fases aquosas (SDFA), tradicionalmente, esse método de extragao ¢ formado
por dois polimeros e dgua, ou por um polimero, um sal inorganico e agua (Souza et al., 2020).
Nos ultimos anos, os SDFA tém sido o foco das atengdes por serem ecologicamente corretos e
de baixo custo (Martinez et al., 2023). Amplamente utilizado no campo da biotecnologia, esse
método oferece ainda uma alta eficiéncia na separacdo e purificacdo de materiais biologicos,
incluindo proteinas, enzimas, 4cidos nucleicos, virus, anticorpos e organelas celulares
(Nascimento et al., 2023).

Além da purificacdo, outro fator determinante para aumentar a eficacia do processo de
catalise enzimatica ¢ a influéncia por fatores como a natureza do meio, substrato, concentragao
da enzima, temperatura, pH e presenga de ativadores e inibidores. As enzimas sao catalisadoras
altamente eficazes promovendo aceleragdes significativas nas taxas de reagdo, promovendo
dessa forma uma alta especificidade (Arcus; Mulholland, 2020).

As proteases entdo purificadas ou obtidas de extrato bruto mais caracterizadas
bioquimicamente, podem ser utilizadas como suplementacdo nutricional para animais,
sobretudo em aves, pois essas enzimas apresentam potencial para melhorar a digestibilidade de
nutrientes, reforgam a imunidade e mitigam efeitos oriundos do estresse térmico em frangos de
corte (Patra et al., 2019; YAO, et al.,2023). O estresse por calor ¢ um dos principais desafios na
avicultura, comprometendo o bem-estar das aves e causando perdas econdmicas significativas.
Essa condigdo ¢ agravada em linhagens modernas de frangos de corte, cuja elevada atividade
metabolica aumenta a suscetibilidade a altas temperaturas (Deeb e Cahaner, 2002). Entre os
efeitos observados estdo redugdo no consumo alimentar, menor crescimento, queda na
imunidade e aumento na mortalidade, exigindo estratégias eficazes de mitigag¢do (Rath et al.,
2015; Liu et al., 2020).

Neste sentido a referida tese teve por objetivo extrair, purificar, caracterizar e analisar a
toxicidade das proteases obtidas a partir da casca do fruto da castanheira-do-Gurguéia (Dipteryx
lacunifera Ducke) além de aplicar as referidas enzimas em ragdes para frangos de corte sob

condigdes de estresse térmico.



CAPITULO 1 - REFERENCIAL TEORICO

17



18

1.2 Dipteryx Lacunifera Ducke

A vegetacdo brasileira possui uma rica diversidade espécies de plantas que refletem 20%
da flora mundial. Em um recorte dentro desta escala nacional, o Cerrado brasileiro ¢ o segundo
maior bioma do pais e da América do Sul, o incluindo no grupo dos 25 maiores sitios de
biodiversidade do mundo, também levando em conta a biodiversidade vegetal (Arruda et al.,
2022). Nesse sentido, o Cerrado Brasileiro possui um vasto repositorio de espécies nativas
frutiferas, muitas ja exploradas pelo homem através do extrativismo como ¢ o caso do pequi,
jatoba, baru, cagaita, mangaba (Silva et al., 2001). Porém, estudos cientificos envolvendo
espécies frutiferas do cerrado e especificamente, do cerrado do Meio-Norte, ainda sdo escassos
como ¢ o caso da Castanheira do Gurgueia (Dipteryx lacunifera Ducke), com relacdo a esta
espécie ha a importancia de ser mais exploradas para a sobrevivéncia da fauna silvestre e do
seu uso alimentar pela populacao local (Abdala et al., 2002).

A Dipteryx lacunifera Ducke, mais conhecida como Castanha do Gurguéia, fava do
morcego ou Garampara (Figura 1) ¢ uma espécie frutifera pertencente a familia Leguminosae
com vasta ocorréncia no Cerrado do sudeste piauiense, especificamente no municipio de Bom

Jesus — Piaui, Brasil, onde sua presenca ¢ notada nas feiras ao ar livre (Ribeiro ef al.,2012).

Figura 1 - Arvore da Castanheira do Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke).

Fonte: Arquivo Pessoal
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Essa espécie costuma florescer durante os meses de janeiro a fevereiro, e a maturagao
dos frutos a partir de setembro (Falcdo Neto et al., 2011). A arvore possui altura que varia de 6
a 10 metros, sua copa de formato oval alcangando de 4 a 5 metros de diametro a madeira
considerada bem resistente e por essa caracteristica ¢ muito utilizada como postes para cercas.
O fruto da castanha-do-gurguéia possui uma capsula lenhosa (Figura 2), unilocular, de cor

marrom bastante resistente e de sabor agradavel (Souza e Menezes, 2006; Gutkosk et al., 2007).

Figura 2 - Fruto da Castanheira do Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke).

Fonte: Arquivo pessoal.

As sementes da D. lacunifera Ducke, consumidas tanto torradas quanto in natura e
frequentemente comercializadas em feiras livres, apresentam multiplos usos. Além disso, a
extragdo do Oleo essencial presente nas cascas da fruta desponta como uma alternativa
promissora para a industria farmacéutica (Vieira Junior et al., 2007).

A castanha dessa espécie (Figura 3), considerada uma frutifera comercial, possui
elevado teor de lipidios (45,6%) e quantidades moderadas de proteinas (14,1%) e cinzas (2,5%),
sendo uma excelente op¢ao para a formulagdo de barras de cereais. Carvalho (2008) destaca o
valor nutricional das castanhas, cuja composicdo quimica média, por 100 gramas, inclui: 18,6
g de proteinas, 254 mg de célcio, 475 mg de fosforo, 4,4 mg de ferro e 0,67 mg de vitamina B2.
Por serem ricas em lipidios e proteinas, essas améndoas apresentam um elevado potencial

nutritivo.
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Figura 3 - A - Parte interna do fruto da Castanheira do Gurguéia (Dipteryx

lacunifera Ducke) e B — Castanha da D.lacunifera Ducke

Fonte: Arquivo pessoal.

As améndoas também representam uma importante fonte de alimento, ndo apenas para
polinizadores que se nutrem de suas flores, mas também para diversas classes de animais.
Durante os periodos de estiagem, quando os recursos alimentares sdo escassos, 0 gado solto se
alimenta das améndoas ao encontrar os frutos no campo. Apos a ruminagdo, essas améndoas
sdo expelidas, geralmente sem a polpa, por meio das fezes ou pela boca, contribuindo para a
dispersao das sementes (Carvalho et al., 2008).

Além disso, estudos aprofundados sobre as espécies do Cerrado poderiam incentivar
acdes voltadas a preservagdo deste bioma, que vem sendo gradativamente devastado para fins
comerciais nas ultimas trés décadas (Vera et al., 2009). Mais pesquisas deveriam ser realizadas,
especialmente para explorar a utilizagdo das cascas da D. lacunifera Ducke, que aparentam

possuir um alto teor de biomoléculas com potencial de interesse biotecnoldgico.

1.3 RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS

O Brasil possui uma das maiores atividades agricolas e agropecuarias do mundo,
consequentemente acaba ocasionando a producao de grandes quantidades de residuos, estimas-
se que uma parte desses materiais participem na transformac¢ao de processamentos de matérias
primas derivadas da agropecuaria, auxiliando a inclusdao de pequenos produtores do meio rural
bem como na economia de mercado nacional e internacional. Com pesquisas mais aprofundadas
na area da agroindustria, ¢ possivel melhorar a qualidade dos produtos, avaliar formas de

reaproveitar e biotransformar os residuos para diversas finalidades (EMBRAPA, 2020).
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Residuos agroindustriais sdo gerados a partir de processamentos agricola e industrial,
tais como: processamento de carnes, colheita de culturas e consumo de alimentos (Sadh et al.,
2018; Kaul et al., 2024). Nesse termo sao inclusos varios materiais, como residuos de colheitas,
cascas, palhas, caules e cascas de frutas/vegetais. As industrias agricolas e alimenticias
produzem uma grande quantidade de residuos, parte dos quais ¢ passada por tratamento para
prevenir problemas ambientais e a outra parte € reaproveitada como fertilizante para o solo ou
ragao animal.

Com o crescimento previsto da populagdo global para aproximadamente 9,3 bilhoes até
2050, o volume de residuos gera desafios ambientais, econdmicos e¢ de sustentabilidade
(Fierascu et al., 2019). Comercialmente, os residuos agroindustriais oferecem intimeros
beneficios devido ao seu rico conteudo de matéria organica e nutrientes, tornando seu uso como
matéria-prima uma abordagem ecoldgica e econdmica. Essa estratégia ndo apenas oferece a
oportunidade de produzir produtos de valor agregado, como enzimas, biocombustiveis,
vitaminas, ragdes animais, fertilizantes e antioxidantes, mas também contribui para a redugao
de residuos e eficiéncia no uso de recursos (Dilucia et al., 2020).

A agroindustria realiza a transformagdo e o processamento de matérias-primas
provenientes da agricultura, pecuaria, aquicultura e silvicultura, convertendo-as em produtos.
Ela pode ser entendida como o setor industrial que abrange a producao de alimentos, além de
outros itens de origem agropecuaria com finalidades alimentares e ndo alimentares (Viana;
Cruz, 2016).

A inclusdo de residuos agropecudrios inadequados para o consumo humano na
alimentagcdo animal ¢ uma estratégia promissora para diminuir os impactos ambientais da
pecuaria e reduzir a competicao por alimentos. Esses residuos serdo resultados de processos
agroindustriais, como o beneficiamento de graos, a destilaria, a producdo de biodiesel, o
processamento de frutas e vegetais, entre outros (Salami ef al., 2019).

Os residuos ainda podem ser divididos em organicos e inorganicos. Os organicos
incluem aqueles gerados dos setores agricola e pecuario como por exemplo café, cacau, soja,
milho, entre outros, residuos de criacdo animal e efluentes e residuos originados em
agroindustrias, como abatedouros, laticinios e graxarias.

Uma fonte natural e inorganica rica em compostos fendlicos ¢ o Liquido da Casca de
Castanha-de-Caju (LCC) que produz o cardanol utilizado como revestimento protetor de ago
carbono contra corrosdo, considerado um residuo da industria do agronegdcio do caju
(Anacardium occidentale L.) e de baixo valor economico (BUONO et al., 2018). Outro exemplo

de residuo organico destaca-se uma biomassa residual com potencial energético na Amazonia,
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a Castanha do Brasil (Bertholletia excelsa H.B.K.), é também conhecida como castanha
verdadeira, castanheira e castanha do Para. Suas cascas sdo reaproveitadas pra a producao de
carvao, este produto tem o potencial para agregar valor a uma parte do material que
normalmente ¢ descartado. (De Sousa et al., 2021). Ja os inorganicos compreendem embalagens
de agrotoxicos, fertilizantes e insumos farmacéuticos veterinarios, além dos residuos sélidos
provenientes de areas rurais (Rodrigues et al., 2013).

O processo industrial, especialmente na industria alimenticia, ¢ uma das principais
fontes de subprodutos, gerando residuos a partir do processamento de frutas e vegetais para a
fabricacdo de sucos, ragdes e até biocombustiveis. Esses subprodutos possuem potencial de
reaproveitamento devido a presenca de composto como glicose, frutose, pectinas, mucilagens
e gomas, que sdo fibras alimentares, além de acidos fenolicos, carotendides, vitaminas e outros
nutrientes. Além do valor nutricional, esses componentes tém aplicagdes em diversas areas,
incluindo a produgdo de medicamentos e cosméticos, pois possuem atividades bioldgicas
variadas (Kowalska et al, 2017; Ferrentino et al, 2018).

A perda de produtos agricolas ocorre em varias etapas da cadeia produtiva: cerca de
10% durante a colheita, 50% nas fases de transporte e industrializacdo, e aproximadamente 10%
no preparo de alimentos em residéncias. Assim, estima-se que o aproveitamento das matérias-
primas vegetais nao ultrapasse 85%, com a geragdo de residuo de 30 a 40%. (Roriz, 2012).

A crescente preocupacdo com o meio ambiente tem incentivado as industrias e o
comércio a se mobilizarem para reduzir e reaproveitar residuos. Em varias partes do mundo,
tanto as instituigdes governamentais quanto as empresas estdo implementando politicas de
preservacdo ambiental com o intuito de minimizar os impactos gerados pelas atividades
industriais. Uma parcela desses riscos significativos resulta da falta de planejamento adequado
no gerenciamento do descarte desses residuos (Giordani Junior ef al., 2014).

Nos tltimos anos, atencao tem-se voltado para a minimizag¢ao e ao reaproveitamento de
residuos, independentemente de sua forma ou finalidade. Os materiais provenientes da
agroindustria sdo aproveitados como fonte de matéria organica, além de fornecerem proteinas,
enzimas, O0leos essenciais e, potencialmente, componentes para novas formulacdes (Coelho et
al., 2001).

Outro fator importante na operacao de utilizacao dos residuos agroindustriais ¢ a forma
como eles serdo tratados, uma vez que influencia diretamente na sua utilizagao, pois o teor de
umidade e a carga microbiana dependem desse processamento. Quando o descarte ¢ destinado
ao cultivo de microrganismos, apds sua geracdo, deve-se realizar uma série de etapas:

transporte, armazenamento, pré-tratamento ou esterilizacdo (quando necessario), formulagao
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de um meio de cultivo, realiza¢do do cultivo, por fim, processamento do material fermentado
(Woiciechowski et al., 2020).

Os pré-tratamento dos residuos podem ser fisicos, quimicos ou biologicos. Os pré-
tratamentos fisicos envolvem a reducao do tamanho ou a alteragdo estrutural da biomassa,
enquanto os quimicos atuam removendo barreiras quimicas que dificultam a acdo das enzimas.
J& para os bioldgicos utilizam microrganismos para atingir os mesmos objetivos, facilitando a
transformagao da biomassa (Diaz; Blandino; Caro, 2018).

Para os residuos agroindustriais que passam pela etapa de hidrolise para produzir
acucares fermentaveis, pode ser realizado por meio de produtos quimicos, como acidos (acido
sulfurico, acido cloridrico), liquidos idnicos ou enzimas (celulases, hemicelulases, pectinases).
Quanto aos acidos, o tempo de retengao pode ser mais curto € os custos mais baixos, embora
também apresente algumas desvantagens, incluindo a geragdo de compostos inibidores. Para a
etapa de fermentagao, utiliza-se de altas temperaturas e podendo ter problemas de corrosao nos
reatores. Para a hidrolise enzimatica, embora a necessidade de maior tempo de retengdo e o
custo das enzimas, pode-se operar em temperaturas e faixas de pH mais baixas, podendo evitar
problemas com a corrosdo (Kumar; Singh; Korstad, 2017).

Dentre a producao de bioprodutos produzidos de grande interesse industrial estdo as
enzimas, moléculas proteicas que auxiliam em diversas reagdes biologicas como no
processamento de informagdes celulares, controle de interacdes proteina-proteina, produgdo de
moléculas bioativas, incluindo replicacdo e transcricdo do DNA, proliferacdo e diferenciacao

celular, remodelacdo e morfogénese de tecidos (Sarode et al., 2024).

1.4 PROTEASES: FUNCOES, IMPORTANCIA E APLICACOES

As enzimas vém obtendo grandes avangos na industria de biotecnologia devido sua
relacdo do custo-beneficios e por ser biodegradavel (Gimenes et al., 2021). Segundo o mercado
global de enzimas em aplicagdes industriais deve crescer de US$ 6,4 bilhdes em 2021 para US$
8,7 bilhdes até 2026, a uma taxa composta de crescimento anual (CAGR) de 6,3% para o
periodo de 2021-2026 (Sellami et al.,2022). Por sua aplicabilidade em diversos setores como
as industrias quimicas, farmacéuticas e alimenticia as enzimas tem sido alvo de grande interesse
e estudos. (Kermasha & Eskin, 2021).

Enzimas podem ser denominadas como proteoliticas ou peptidases com a capacidade de
quebrar ligacdes peptidicas. Segundo o Comité de Nomenclatura da Unido Internacional de

Bioquimica e Biologia Molecular (NC-IUBMB, 2022) dentro dessa classificacdo, as
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proteinases sdo definidas como um subgrupo de hidrolases especializada na clivagem dessas
ligacdes pertencentes a classe 3, enquanto as peptidases estdo incluidas na subclasse 4. Embora
a maioria das proteinases sejam como as hidrolases, existem variagdes nos mecanismos
cataliticos que diferenciam algumas delas (Paul et al., 2019; Gimenes et al., 2021).

A especificidade de uma peptidase ¢ definida por sua interacdo com substratos e
inibidores, permitindo a diferenciacdo entre peptidases homodlogas. O processo de hidrdlise,
geralmente baseado em uma ocorréncia acido-base, envolve o ataque nucleofilico a ligagao
peptidica no sitio ativo, resultando na formagdo de um intermediario acil. Esse intermediario ¢
posteriormente decomposto, com a transferéncia de um préton para um residuo basico da
protease, o que promove a clivagem da ligagao peptidica e a incorporagdo de uma molécula de
agua no processo (Rawlings et al.,2014).

Dentre muitas caracteristicas a utilizacao de enzimas como catalisadores esta na sua alta
especificidade quanto ao substrato, além disso ao trabalhar com o processamento de enzimas
requer cuidados com altas temperaturas pois pode ocorrer a desnaturagdo, bem como cuidados
também com o pH ideal e pressdo. Todas estas caracteristicas se tornam vantajosas para a
industria (Justina; Justina; Skoronski, 2018). Outro ponto positivo para as enzimas € pelo poder
catalitico ser maior do que catalisadores sintéticos ou inorganicos, tornando-se capazes de
aumentar a velocidade de uma reacao a 10, podendo chegar até 10", e tudo isso pela sua alta

especificidade que as tornam bastante seletivas (Ferrier, 2019; Nelson; Cox; Hoskins, 2022).

As proteases podem ser extraidas essencialmente de trés fontes: nos animais, vegetal e
microbiana. Nas plantas as enzimas podem ser encontradas nas folhas, sementes, frutos dentre
outros. Em animais podem ser encontradas enzimas dentro do proprio organismo como € o caso
da vibora Echis pyramidum que estdo presentes em suas pegonhas. Endémica no Nordeste da
Africa e na Peninsula Aréabica pois possui um veneno que pode desencadear a desregulagio na
coagulac¢do sanguinea de um individuo. Pesquisadores investigaram a desintoxicacao do veneno
através da aplicagao de raios gama sobre as metaloproteases presentes na peconha, constatando

grande sucesso no uso das metaloproteases (El-Yamany et al., 2020).

Para proteases extraidas por microrganismos pode ser utilizado por meio de bactérias,
leveduras e fungos filamentosos produzidos através de fermentagdo. Estudo publicado por
Gimenes et al (2021) relatam que a produ¢do por fermentagdo € responsavel por mais 40% de
vendas mundiais apresentando carateristicas vantajosas para aplicagdo biotecnoldgica dente
elas a facil recuperagao de enzimas cultivados em meios sélidos ou liquido e alta produtividade

de biocompostos extracelulares.
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Para a aplicagdo dessas proteases nas industrias, a biotecnologia estd presente
envolvendo diversas areas da ciéncia e tecnologia visando o uso de novas matérias-primas e
melhoria no processamento. A obtengdo de enzimas comerciais ¢ fundamental para garantir o
éxito e a qualidade do produto final. E importante enfatizar o cuidado das industrias
aomanipular as enzimas como fatores de relacionado a toxicidade dessas moléculas, e
condi¢cdes leves no processamento, para preservar sua alta especificidade e principalmente ao
seu alto poder catalitico. Por conta disso, atualmente a aplicagdo de proteases se da em diversos
setores da industria alimenticia, como a panificagdo, cervejaria, laticinios, carnes, entre outros

(Moraes, 2021).

No setor de laticinios as proteases sdo utilizadas principalmente nos processos de
coagulacdo do leite (para obtencdo de queijos) (Justina; Justina; Skoronski, 2018). Nas
industrias carnes, a obtengdo de enzimas comerciais desempenha um papel crucial na fabricagao
de amaciantes assegurando a qualidade do produto, na panificagdo as proteases irdo atuar na
degradacdo do gluten, trazendo modificacdes na massa, entre outras aplicacdes que se estende

a diversos outros setores. (Nascimento et al., 2021).
1.5 APLICACAO DAS PROTEASES NA NUTRICAO ANIMAL

O aumento dos custos dos insumos utilizados na nutri¢do animal, especialmente do
farelo de soja, principal fonte de proteina na alimentacdo de aves, tem incentivado o
desenvolvimento de estratégias que melhorem a eficiéncia das dietas e reduzam custos. As
proteases, enzimas exdgenas que complementam as endogenas, apresentam grande potencial
nesse contexto por promoverem a digestibilidade de proteinas e aumentarem a disponibilidade
de aminoacidos essenciais, além de contribuirem para a sustentabilidade da producao animal
(Borda-Molina et al., 2019).

Existem duas formas principais de inclusdo de enzimas na dieta. O método "on top”
que consiste em adicionar as enzimas sobre uma formulagdo padrdo sem alterar os niveis
nutricionais. Essa abordagem pode resultar em custos mais elevados, devido ao excesso de
nutrientes que, caso nao sejam aproveitados, serdo excretados ou convertidos em gordura
(Lecznieski et al., 2006).

Outra forma de suplementagdo envolve a inclusdo de enzimas em dietas formuladas com
menores niveis de nutrientes, restaurando seu valor nutricional e mantendo o desempenho das

aves. Essa estratégia visa reduzir custos, mantendo a eficiéncia da alimentagao (Barbosa et al.,

2008).
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As proteases sdo especialmente eficazes na degradacdo de fatores antinutricionais
presentes nos alimentos, como os inibidores de tripsina, e na quebra de proteinas que ndo seriam
normalmente degradadas pelas enzimas digestivas do animal. Esse processo melhora a
digestibilidade de aminoacidos como treonina e cistina, que apresentam menores indices de
absorcao (Cowieson et al., 2010).

A suplementacdo de proteases em ragdes para aves contribui para a reducio da proteina
bruta na dieta sem comprometer o desempenho zootécnico, reduzindo a excrecao de nitrogénio
nos dejetos e diminuindo os impactos ambientais (Leinonen & Williams, 2015; Cowieson &
Roos, 2016). Os beneficios das proteases vao além da digestibilidade. Estudos apontam
melhorias na satde intestinal, incluindo maior estabilidade entérica, equilibrio microbiano,
aumento da integridade das vilosidades intestinais e redugdo da viscosidade no lumen intestinal
(Freitas et al., 2011; Lio et al., 2013; Cowieson et al., 2016).

Além disso, o uso de proteases auxilia na retencdo de célcio e fosforo, favorecendo o
desempenho dos animais (Olukosi et al., 2015). Na produgdo de aves, as proteases tém
demonstrado melhorias significativas nos pardmetros produtivos, como ganho de peso,
eficiéncia alimentar e qualidade dos ovos em poedeiras (Vieira et al., 2016; Santos, 2020). Em
frangos de corte, as proteases aumentam a digestibilidade dos nutrientes, melhoram a
morfometria intestinal e promovem maior resisténcia do trato gastrointestinal, reduzindo o
fluxo de proteinas mal digeridas para o intestino grosso € diminuindo o substrato para o
crescimento de bactérias patogénicas, como Clostridium perfringens (Kamel et al., 2015;
Cowieson & Roos, 2016).

Os efeitos econdomicos do uso de proteases também sdo expressivos, contribuindo para
a reducao do custo das ragcdes em até 15 dolares por tonelada (Cowieson & Kluenter, 2018).
Dessa forma, a inclusdo de proteases na nutricdo animal ndo apenas promove maior eficiéncia
no uso dos nutrientes, mas também melhora a satide intestinal e reduz os impactos ambientais,
consolidando-se como uma estratégia fundamental diante do aumento dos custos das matérias-

primas e da necessidade de produgdo sustentavel.

1.6 ACAO DAS PROTEASES NA FISIOLOGIAS DIGESTIVA DAS AVES

A digestdo das proteinas em aves tem inicio no proventriculo, uma vez que nao se
considera que a boca, o esdfago ou o ingluvio realizem digestdo enzimatica ou mecanica do
alimento. Essa fase inicial, conhecida como fase gastrica, ¢ marcada pela secrecdo de acido

cloridrico e pepsina. Durante essa etapa, o pH do estomago reduz-se para 2,6, permitindo que
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a pepsina atue nas ligagdes proteicas, quebrando grandes moléculas em peptideos. (Figura 4).
Além disso, a motilidade do proventriculo e da moela contribui para a trituracdo e digestao do
alimento, que, apos essa fase, ¢ transportado para o duodeno, onde a proteina ja parcialmente

digerida continua seu processo (Bedford, 2000; Macari et al., 2002).

Figura 4 - pH das diferentes porcoes do sistema digestivo da ave com respectiva

protease adequada.
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Fonte: Adaptado de KID-BR-20-18051, retirado de

https://www.kemin.com/sa/pt/markets/animal/products/kemzyme-protease.

Na fase intestinal, que se inicia no duodeno, ocorre a secrecao de proteases neutras
pelo pancreas, como tripsina, quimotripsina, elastase e carboxipeptidases, que sdo essenciais
para a digestdo das proteinas (Bedford & Cowieson, 2018). As proteases produzidas no intestino
delgado sdo classificadas em trés grupos: endopeptidases, exopeptidases (ambas originadas do
pancreas) e aminopeptidases, que sdo secretadas pelas células epiteliais da mucosa intestinal
(Pelucio & Batista, 2008). As endopeptidases e exopeptidases atuam no limen intestinal,
hidrolisando a maior parte do bolo alimentar. No entanto, dependendo dos niveis de proteina na

dieta, alguns peptideos podem ser resistentes a hidrélise luminal.

Para complementar a digestdo dos peptideos no duodeno, as aminopolipeptidases e
dipeptidases, produzidas no intestino delgado, quebram as proteinas em tripeptideos,

dipeptideos e aminodcidos .Vale destacar que, durante a primeira semana de vida das aves, a


https://www.kemin.com/sa/pt/markets/animal/products/kemzyme-protease
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producdo de pepsina géstrica e suco gastrico ¢ insuficiente para a degradacdo adequada das

proteinas (El-Haroun et al., 2006; Shi et al., 2016).

1.7 INFLUENCIA DO ESTRESSE POR CALOR EM FRANGOS DE CORTE

A produgdo de frangos de corte desempenha um papel estratégico na seguranca
alimentar global, sendo uma das principais fontes de proteina animal consumida em todo o
mundo (Hosseintabar-Ghasemabad et al., 2024). Segundo a Associagdo Brasileira de Proteina
Animal (ABPA, 2024), em 2023, o Brasil produziu 14,833 milhdes de toneladas de carne de
frango, resultando em um valor bruto de produgdo de R$ 91,6 bilhoes, estabelecendo-se como
o segundo maior produtor mundial. Além disso, o pais destacou-se como o maior exportador,
enviando 5,139 milhdes de toneladas para 150 paises, gerando uma receita de US$ 9,7 bilhdes.
Entretanto, a avicultura enfrenta desafios significativos, especialmente em regides tropicais,
onde as condi¢des climaticas sdo mais adversas (Hosseintabar-Ghasemabad et al., 2024).
Segundo esses autores, o estresse térmico, causado por altas temperaturas ambientais, pode
prejudicar a satde das aves, afetando negativamente seu desempenho zootécnico e,
consequentemente, a produgao de carne para o mercado consumidor.

Essas condi¢des dificultam o manejo adequado, com o estresse térmico sendo um dos
principais problemas enfrentados pela produgdo avicola em ambientes de calor intenso. Ele
ocorre quando a temperatura ambiental excede a zona de conforto térmico das aves,
prejudicando sua homeotermia e reduzindo a eficiéncia produtiva (Ferreira, 2016). A faixa de
conforto térmico para frangos de corte corresponde a temperatura em que as aves mantém um
desempenho produtivo ideal, sem a necessidade de mecanismos adicionais para dissipacao ou
reten¢do de calor. Essa faixa varia conforme a idade das aves como pode ser observado na
Tabela 1. Na primeira semana, a temperatura ideal esta entre 32°C e 34°C (Macari et al., 2004),
na segunda semana entre 28°C e 32°C (Macari et al., 2004) e na terceira semana entre 26°C e

28°C (Medeiros et al., 2005).
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Tabela 2 - Temperatura ambiente para o conforto térmico na criagdo de frangos de corte.

Temperatura Minima Temperatura Ideal Temperatura Limite

(°C) (°C) (°C)

1 31 32 33

7 28 29 30

14 26 27 28

21 24 25 26

28 22 23 25

35 até o abate 20 22 24

Fonte: adaptado do Manual de Frangos de Corte da Cobb.

Temperaturas fora dessa faixa provocam estresse térmico, prejudicando o consumo
alimentar, o ganho de peso e a saide das aves. As aves enfrentam dificuldades em termorregular
no calor devido, entre outros fatores, a auséncia de glandulas sudoriparas, o que compromete
sua capacidade de manter a temperatura corporal estavel (Chowdhury et al. 2012). Para evitar
a hipertermia, elas precisam equilibrar o calor absorvido com o calor perdido para o ambiente
(Nawab et al. 2018). Quando a temperatura do ar ultrapassa a temperatura corporal, a perda de
calor por evaporagdo se torna fundamental (Figura 5). A respiracdo ofegante ¢ o principal
mecanismo utilizado pelas aves para dissipar o calor, mas esse comportamento reduz a ingestao
de alimento, pois a cavidade bucal ndo pode realizar ambas as fungdes simultaneamente (Mack
etal. 2013).

Além disso, as aves recorrem a outros comportamentos, como abrir as asas, deitar-se
ou procurar areas mais frescas dentro do galpdo, para aumentar a perda de calor por condugao
(Rath et al. 2015; Gbedemabh et al. 2018). A vasodilatacdo periférica também desempenha um
papel importante na transferéncia de calor para a pele e vias respiratorias (Nolan et al. 1978).
Devido a sua maior atividade metabodlica, as linhagens modernas de aves produzem mais calor

corporal e, por isso, sdo mais susceptiveis aos efeitos do estresse térmico (Deeb e Cahaner,
2002).
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Figura 5 - Efeitos combinados da temperatura ambiente ¢ da umidade relativa para

definir o nivel do estresse por calor.
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" Sem estresse Estresse severo

Estresse por
calor em framgos
de corte padrao
- 3-4 semanas
de idade

Frequéncia
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Fonte: https://phileo-lesaffre.com/wp-content/uploads/2021/05/Heat-Stress-broiler PT-1.jpg

O estresse térmico resulta em redugdo no consumo de racdo, queda na taxa de
crescimento ¢ menor eficiéncia na conversao alimentar (Liu, et al., 2020). Além disso, o calor
excessivo pode comprometer o sistema imunoldgico das aves, tornando-as mais vulnerdveis a
doencas (Hirakawa, et al., 2020). Em casos mais severos, o estresse térmico pode levar a
mortalidade elevada, causando perdas economicas significativas para os produtores (Rath et al.
2015; Liu, et al., 2020).Diante desses desafios, o setor avicola tem investido em tecnologias e
abordagens estratégicas para reduzir os impactos do estresse térmico. Entre essas estratégias
estdo a melhoria do ambiente fisico das instalacdes, o uso de sistemas de climatizacdo e
ventilagdo, além de ajustes nutricionais que incluem a utilizagao de aditivos, como enzimas e

compostos bioativos (Vandana et al., 2021).
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RESUMO

A castanheira-do-gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke), também chamada de "castanheira de
burro" ou "fava de morcego", ¢ nativa do Nordeste brasileiro e conhecida por suas améndoas.
Objetivou-se explorar o potencial biotecnologico da casca do fruto da castanheira do Gurguéia
quanto a extragdo, caracterizagdo, purificacdo, avaliagdo da toxicidade e estabilidade de
proteases, visando sua aplicacdo em dietas para frangos de corte. O extrato foi obtido por
maceragdo e extragdo em tampdo fosfato (pH 8), seguido de agitacdo e centrifugacdo. As
proteases apresentaram atividade de 30,66 U/mL e atividade especifica de 66,65 U/mg, com pH
otimo de 11 e temperatura 6tima de 50 °C. O Mg** aumentou a atividade em 11%, enquanto
outros ions a reduziram. O extrato mostrou estabilidade total em racdes peletizadas e fareladas,
sem toxicidade frente a Artemia salina. A purificagdo usou o sistema de duas fases aquosas
(PEG/Sal), com melhor resultados para polietilenoglicol de 20.000 g/mol, concentragdo de
12,5%, pH 6 e 10% de sal, obtendo fator de purificagdo de 8,6 e recuperagdo de 204,22%. As
enzimas demonstraram estabilidade e caracteristicas bioquimicas favoraveis, indicando seu
potencial como aditivo enziméatico para a nutri¢do animal.

Palavra-chave: residuos agroindustriais, fava do morcego, enzima proteolitica, nutri¢ao
animal.

ABSTRACT

The castanheira-do-gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke), also known as "castanheira de
burro" or "fava de morcego," is native to the Brazilian Northeast and is known for its almonds.
The aim of this study was to explore the biotechnological potential of the fruit peel of the
castanheira do Gurguéia regarding the extraction, characterization, purification, toxicity
evaluation, and stability of proteases, with a focus on their application in broiler poultry diets.
The extract was obtained by maceration and extraction in phosphate buffer (pH 8), followed by
agitation and centrifugation. The proteases exhibited an activity of 30.66 U/mL and a specific
activity of 66.65 U/mg, with an optimal pH of 11 and an optimal temperature of 50 °C. Mg**
increased the activity by 11%, while other ions reduced it. The extract showed complete
stability in both pelleted and crumbled feeds, with no toxicity to Artemia salina. Purification
was carried out using a two-phase aqueous system (PEG/Sal), with the best results obtained
using polyethylene glycol with a molecular weight of 20,000 g/mol, 12.5% concentration, pH
6, and 10% salt concentration, resulting in a purification factor of 8.6 and a recovery of
204.22%. The enzymes demonstrated stability and favorable biochemical characteristics,
indicating their potential as an enzymatic additive for animal nutrition.

Keywords: agricultural residues, bat fruit, proteolytic enzyme, animal nutrition.



45

1. INTRODUCAO

A Dipteryx lacunifera Ducke mais conhecida como castanha do Gurguéia ou fava de
mucego tem predominancia no Cerrado das regides Norte e Nordeste do Brasil, mais
precisamente sul estados do Piaui e Maranhdo, onde a castanha ¢ muito apreciada pelos povos
nativos. A castanheira do Gurguéia pode atingir de 2 a 13 m de altura e diametro de copa de 2

a 19 m (Ribeiro et al., 2012).

O consumo da castanha poder de forma in natura ou torrada, podendo ser encontrada
em feiras livre (Vieira et al., 2007). Suas améndoas servem como fonte de alimentos para alguns
animais sobretudo em periodos de estiagem como ¢ o caso do gado. (Carvalho ef al., 2008).
Pesquisas mais aprofundadas precisam ser feitas em relagdo ao potencial biotecnoldgico das

suas cascas, visto que as mesmas sao descartadas.

A adocdo de matérias-primas alternativas, provenientes de residuos agroindustriais, tem
ganhado destaque como uma estratégia para diminuir a dependéncia de ingredientes
tradicionais, como graos e oleaginosas, e os impactos ambientais associados. Essa abordagem
vem sendo implementada em diversas regides do mundo, visando reduzir os custos de producao
na pecudria, minimizar o desperdicio de nutrientes nos setores agricola e alimentar, e diminuir
os efeitos negativos sobre o meio ambiente (Pinotti et al., 2023). A busca por planos para
desenvolver produtos ecologicamente corretos tem crescido significativamente, uma alternativa
promissora ¢ a substituicao de produtos quimicos por biocatalisadores em processos produtivos,

contribuindo para a reducdo do impacto ambiental (DENTI, 2021).

Proteinas sdo descritas como macromoléculas flexiveis, cujas fungdes dependem das
interagdes com outras moléculas, sendo afetadas fisiologicamente por qualquer tipo de
mudan¢a em sua conformacdo. Além disso, cada proteina possui uma fungdo e estrutura
especifica. Quanto a forma, elas estdo classificadas em proteinas globulares (soluveis em agua),
proteinas fibrosas (ndo soliveis em agua), oval e alongada (Silva et al,, 2021). Industrialmente
as enzimas tém sido amplamente empregadas como substituintes de catalizadores quimicos por
serem ecologicamente mais benéficas. Essas moléculas bioldgicas foram pioneiras no manuseio
humano, sobretudo no inicio das produgdes de vinhos e paes. No ambito nutricional, enzimas
como xilanases, fitases, amilases e proteases sao mercantilizadas como auxiliares nutricional
tanto na pecudria quanto em seres humanos tendo foco no melhoramento da saude e na

diminui¢do do incomodo provocado por intolerancias a certos alimentos (Vogel, 2018).
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As proteases se destacam por ser uma classe que efetuam a acdo catalitica sobre as
ligacdes peptidicas (subgrupo 4 das hidrolases) nas proteinas e de acordo com o seu sitio
catalitico. Estas moléculas proteicas auxiliam em diversas reagdes bioldgicas como no
processamento de informagdes celulares, controle de interagdes proteina-proteina, producgdo de
moléculas bioativas, incluindo replicag¢do e transcricdo do DNA, proliferacdo e diferenciacao

celular, remodelagao e morfogénese de tecidos (Sarode et al., 2024).

As enzimas proteoliticas podem ser encontradas em fontes vegetais (como papaina e
bromelina), animais (como pepsina e tripsina) e microbianas (como queratinase e
aminopeptidase) (Fadel er al, 2024; Wu et al., 2024). Na qual esta ultima, advinda de
microrganismos lidera o ranking de aplicacdes e vem sendo aproveitada na degradacdo de

proteinas de alto valor (Rigo ef al., 2021).

Ainda que os seres microscopicos sejam a opcdo mais viavel para a industria, nas
aplicagoes terapéuticas ndo se encontra a mesma funcionalidade, devido ao tamanho molecular
dos catalisadores que impedem o fluxo dentro das células somaticas, ¢ pelas respostas
imunitarias nas células hospedeiras que resistem a introdug¢@o da nova enzima. Diante disso, ha
uma escolha e evolugdo por métodos de extracdo, caracterizacdo e purificacdao de proteases de
origem vegetal. Mutlu (2007) apontou que algumas dessas proteases vegetais estdo envolvidas

no processamento e degradagdo de proteinas de armazenamento de nutrientes em sementes.

A caréncia de bibliografia especializada sobre as potencialidades contidas na casca da
castanha do Gurguéia, foi o principal motivador desta pesquisa, uma vez que todo o material
externo da améndoa ¢ descartado no meio ambiente por ndo possuir nenhum valor nutricional
conhecido pela populagdo. Diante desse fato, o objetivo do presente trabalho foi de investigar
o potencial da casca do fruto da castanheira-do-Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) como
uma fonte de proteases e possibilitar a extragdo, purificagdo e caracterizagdo bioquimica dessas

enzimas.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Obtenc¢ao do material vegetal e preparo das solucdes de estratos

O material da casca da castanheira do Gurgueia (Dipteryx lacunifera Ducke) (SISGEN
A6C4007) foi coletada de arvores localizadas no Campus Professora Cinobelina Elvas (CPCE)
da Universidade Federal do Piaui na cidade de Bom Jesus no Piaui. Coordenadas geograficas
09° 04’ 28” de latitude Sul, 44° 21’ 31” de longitude Oeste com altitude média de 277 metros.

E para as atividades de extracao das solugdes fora feitas no laboratdrio de genética, pertencente
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Campus Professora Cinobelina Elvas (CPCE) da Universidade Federal do Piaui na cidade de

Bom Jesus no Piaui.
2.2 Preparacio do extrato bruto contendo as proteases

As cascas da castanha foram obtidas através da quebra do fruto separando-a da castanha
(Figura 1). Posteriormente, as cascas foram brevemente lavadas em agua corrente e secas ao
sol, em seguida foram quebradas com o auxilio de um moinho de facas (Willey Macro (SL-32)
— Solab) até a formag@o de um p6 fino. O p6 obtido foi diluido na propor¢ao 10% (p/v) em
quatro diferentes tampdes para analisar o que melhor poderia promover a extracao das proteases
presentes. Foram utilizados os seguintes tampdes: solu¢do de NaCl 0,15 M, pH 7,0; tampao
fosfato de sodio 0,1M em pH 6,0; 7,0 e 8,0. As amostras em seus respectivos tampdes foram
mantidas sob agita¢do constante (100 rpm) por diferentes tempos de extracao (3, 30, 60 ¢ 120
minutos) em temperatura (£25°C), passado os referidos tempos, as solucdes foram
centrifugadas a 10.000xg por 15 minutos e os sobrenadantes foram denominados como extratos

brutos (EBs) e armazenados rm freezer a - 20°C, para posteriores analises.

Figura 1 - Casca do fruto da castanheira-do-gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) obtida pela
separacao da casca da castanha

Fonte: Arquivo proprio.
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2.3 Determinacio da atividade proteasica

A determinagdo da atividade protedsica foi realizada segundo o método de Ginther et al.
(1979). A atividade proteolitica foi determinada pela juncao de 150uL do extrato bruto com
250uL da solucao de azocaseina 1% (p/v), preparada em 0,2 M de tampao Tris-HCl pH 7,2 a
25°C por uma 1 hora (foram feitas em duplicatas) . A reacdo foi interrompida pela adi¢do de 1
mL de solugdo de 4cido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). Apods a centrifugagao a 12.000 xg,
uma aliquota de 800uL do sobrenadante foi adicionada em tubos contendo 200uL de hidroxido
de sodio (1,8 M), agitada em vortex e lida a 420 nm em espectrofotdmetro. Uma unidade da
enzima foi definida como a quantidade de enzima que provoca um aumento de 0,1 unidade de

absorbancia por minuto.

2.4 Quantificacio de proteina

A concentragdo proteica foi determinada de acordo com o método de Bradford et al.,
(1976). A soro albumina bovina foi utilizada como proteina padrao para desenho e construcao
de curva de calibragdo em escala de 0 - 1.000 pg/mL. A atividade especifica foi expressa em
U/mg de proteina, ou seja, dividindo a atividade protedsica pela quantificagdo de mg de proteina

presente na amostra.

2.5 Caracterizacao bioquimica das proteases presentes no extrato bruto

2.5.1 Efeito da temperatura na atividade e sua estabilidade

O efeito da temperatura na atividade proteasica foi avaliado utilizando-se uma mistura
de reagdo contendo o substrato especifico, azocazeina 1,0% (p/v) e a solugdo enzimatica,
levadas ao banho maria nas temperaturas de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80 e 90°C por 1 hora,
seguindo Nascimento et al., 2017. Em cada atividade foram feitas em duplicatas, para posterior
determinagdo da atividade proteasica. Para a determinagdo da estabilidade térmica, a protease
em sua temperatura 6tima foi por 120 minutos, retirando-se amostras a cada 15 minutos, para a

realizagdo da atividade e acompanhamento da sua estabilidade.

2.5.2 Efeito do pH sobre a atividade e sua estabilidade

O efeito do pH na atividade proteasica foi avaliado pela mistura da solu¢ao enzimatica
com o substrato especifico, azocazeina 1,0% (p/v), preparados em solucdes tampdes 0,2 M com

diferentes valores de pH: citrato de sodio (pH 3, 4 e 5); fosfato de sddio (pH 6 e 7); Tris-HCI
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(pH 7 e 8) e carbonato-bicarbonato (pH 9 e 10) e Glicina-NaOH (pH 11), logo apos foram
realizadas as determinagdes da atividade protedsica. Para a determinagdo da estabilidade da
enzima ao pH, as solugdes enzimaticas foram incubadas em seu pH otimo 1:1 (v/v) a
temperatura ambiente (25°C), sendo retiradas amostras a cada 24 horas durante 2 dias para

realizacdo da atividade e acompanhamento da sua estabilidade.

2.5.3 Efeito de ions metalicos, inibidores e surfactantes

A atividade da protease foi determinada na presenga de ions (Na*, K*, Ca*" e Mg?")
misturando 200 pL do extrato bruto com 200 pL das respectivas solu¢des idnicas, todas em
uma concentragdo de 10 mM, em descanso por 60 minutos em temperatura ambiente (25°C).
Da mesma forma, para surfactantes, 200puL do extrato foram misturados com 200 pL dos
seguintes surfactantes: etoxilato de monooleato de sorbitano (Tween 80) e dodecil sulfato de
sodio (SDS) por 60 minutos. Solugdes contendo 1,0% das substancias mencionadas foram
usadas. Apos a incubacdo, a atividade de protease residual foi medida e os resultados foram

expressos como uma porcentagem do teste de controle.

2.6 Ensaio de toxicidade frente aos nauplios de Artemia salina

Para a analise de toxicidade foi utilizada a metodologia de (Meyer et al., 1982) adaptada.
Os cistos de Artemia. salinam foram incubados em agua do mar artificial (35 g de sal marinho
dissolvidos em 1 litro de 4gua destilada) na concentracdo de 0,5 mg mL™!. A cultura foi mantida
sob aeracdo e agitacdo constantes, em uma temperatura entre 26 e 30°C por 48 horas para a
eclosdo deles. Na primeira hora do processo a iluminagao (Iampadas fluorescentes de 20 W) foi
mantida e o pH no periodo de 48 horas foi verificado e ajustado entre 8 € 9. Apos a eclosdo dos
cistos, 10 larvas de Artemia salina foram transferidas para tubos contendo agua artificial do
mar, com as proteases presentes no extrato.

Foi utilizado sulfato de quinidina como controle positivo de toxicidade nas mesmas
concentragoes e a agua do mar artificial como controle negativo. Os nauplios foram incubados
por 24 horas, decorrido este periodo de contato os sobreviventes foram contados. Os dados
foram analisados pelo método Probits (Finney, 1962) e expressos como CL50 (concentragdo
letal média) e percentual de mortalidade. Foram consideradas tdxicas as substancias quando a
CL50 for menor que 1000 ppm. Resultados com 100% de mortalidade significam elevada

toxicidade e de 0% sem toxicidade, a partir da formula: % Morte = (Teste - Controle) x 100.
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2.7 Avaliacao da atividade proteasica frente a diferentes tipos de racdes utilizadas para
frangos de corte

Foram utilizadas ragdes de estagio inicial, crescimento e engorda todos para frangos de

corte. O teste de atividade enzimatica in vitro foi realizado adicionando 1% das referidas racdes

no substrato da atividade protedsica (azocaseina). O controle foi realizado utilizando 4gua em

substitui¢do ao extrato bruto, valido ressaltar que também foi verificado a atividade proteédsica

das ragoes sem adi¢ao enzimatica.

2.8 Pré- Purificacio através do sistema de duas fases aquosas (PEG-Sal)

Os parametros de extracao das proteases estudados foram: massa molar e concentracao
do Polietilenoglicol (PEG), concentragdo do sal (fosfato de sodio) e pH, utilizando um

planejamento fatorial 2* de acordo com a Tabela 1.

Tabela 1 - Niveis das varidveis estudadas no planejamento fatorial completo 2* para purifica¢io

da protease extraida da casca da Castanheira do Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke).

Baixo (-1) Central (0) Alto (+1)

Massa Molar de Polietilenoglicol (g/Mol) 400 10000 20000
Concentragao de (PEG) (%) 12,5 15,0 17,5
Concentragao de Sal (%) 10,0 12,5 15,0
pH 6 7 8

*PEG- Polietilenoglicol

Os sistemas de duas fases aquosas (SDFA) foram preparados em tubos graduados de 15
mL com forma cdnica, contendo as quantidades desejadas de PEG e sal de acordo com a Tabela
1. Posteriormente foi adicionado o extrato bruto enzimatico, que correspondeu a 20% (m/m) da
massa total do sistema. A dgua foi adicionada a um valor final de 10 g. Ap6s agitacdo por vortex
1 min, as fases foram separadas por decantacao por 60 min. Em seguida, os volumes das fases
foram mensurados, aliquotas das fases foram retiradas separadamente com pipetas e analisadas
para a concentracao de proteina e atividade protedsica para posterior calculos sobre as variaveis
respostas: coeficiente de parti¢do (K), fator de purificacdo (FP) e recuperagdao enzimatico (7).

O coeficiente de particao da protease (K) foi determinada pela razao entre as atividades

da protease na fase superior (Fpeg) € na fase inferior (Fsar):
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K — FPEG
"~ FSAL

O fator de purificagdo (FP) foi definido como a atividade especifica da protease presente

da fase PEG (AEpgrG) ou sal (AEsar) sobre a atividade especifica do extrato bruto (AEpruto):

FP = AEPEG/AESAL
~ AEbruto

A recuperacao enzimatica (Y) foi determinada como a razao da atividade protedsica na

fase superior (APprG) ou inferior (APsar) sobre seu respectivo volume (Vpeg) ou (Vsar), tudo
isso sobre a atividade protedasica presente no extrato bruto (APprut0) dividida pelo seu respectivo
volume do extrato adicionado no sistema e posteriormente multiplicado por 100 para

representacdo da recupera¢do em porcentagem:

APPEG ou APSAL
VPEG VSAL

Y = 100
APbruto Vinicial x

Ap0s essas andlises foi realizado a andlise das influéncias de todas as variaveis (massa

molar e concentracdo do PEG, pH e concentracao do sal) sobre a purificacdao da protease.
2.9 Analise estatistica

Os efeitos foram avaliados por uma analise de variancia com um nivel de significancia
de 5% para fazer estimativas dos efeitos principais e de segunda ordem um valor linear absoluto
dos fatores em relacdo as variaveis de resposta estudadas. A andlise estatistica do projeto

experimental sera realizada usando o software Statistica 8.0 (Statsoft Inc., Tulsa, OK, EUA).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Extracio das proteases

De acordo com a Tabela 2 foi possivel observar variacdes na extracdo das proteases
em funcao dos diferentes tampdes e tempos de extragdao. Foi possivel observar que todos os
tampdes utilizados foram possiveis de se obter a extracdo das proteases.

Tabela 2 -Atividade de proteases extraidas da casca do fruto da Castanheira-do-Gurguéia

(Dipteryx lacunifera Ducke) utilizando diferentes tampodes e tempos de extracdo.
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Tempos Atividade Proteina  Atividade especifica
Tampoes (minutos) (U/mL) (mg) (U/mg)
3 7,06 0,24 29,41
NaCl (0.15M) 30 10,20 0,29 35,17
60 8,16 0,23 35,47
120 9,53 0,24 39,70
3 4,90 0,23 21,30
Fosfato de sodio 30 14,30 0,26 17,05
monobasico (0,1M) 60 10,23 0,60 34,10
120 12,36 0,80 15,45
3 5,03 0,46 10,96
Fosfato de sodio bibasico 30 6,90 0,46 15,00
(0,1M) 60 15,60 0,48 32,50
120 30,66 0,46 66,65
3 5,90 0,49 12,04
Fosfato de sodio pH 7,0 30 8,30 0,70 11,85
60 6,76 0,70 7,46
120 5,40 0,33 16,36

Para o NaCl 0,15 M, a maior atividade enzimatica e concentracdo de proteina foram
observadas aos 30 minutos de extracdo, com valores de 10,20 U/mL e 0,29 mg,
respectivamente. No entanto, a atividade especifica da enzima aumentou com tempos de
extracdo mais longos, destacando-se aos 120 minutos, com 39,70 U/mg. Com relagdo aos
tampdes fosfato de sodio em diferentes pHs, houve grande diferenca entre eles obtendo
atividade proteésica variando de 6,76 U/mL a 30,66 U/mL.

De todas as solugdes utilizadas a que promoveu a melhor extragdo foi o tampao fosfato
de sodio bibasico (0,1M) em um tempo de extragdo de 120 minutos, que obteve 30,66 U/mL e
uma atividade especifica de 66,65 U/mg. Diante disso, torna-se necessario realizar ensaios para
otimizar a producdo e purificagdo da enzima, considerando que a estabilidade ¢ um dos

principais fatores a serem avaliados na selecao de enzimas para aplicacdes industriais.

3.2 Caracterizacido bioquimica das proteases presentes no extrato bruto

Com relacdo a caracterizacdo bioquimica do extrato bruto verificou-se que a
temperatura ideal para a atividade da protease extraida da casca do fruto da castanheira-do-
gurguéia foi de 50 °C, alcangando uma atividade de 22,0 U/mL (Tabela 3). Segundo Sousa
(2020) a faixa considerada o6tima de temperatura para a hidrolise enzimadtica € entre 40 °C e 55

°C, utilizada na maioria dos estudos onde deve-se observar se a enzima utilizada tem atividade
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na temperatura escolhida. A prensagem convencional e a extragdo com solventes envolvem altas
temperaturas (70 a 90 °C), o que reduz a qualidade e a solubilidade das proteinas, sendo entao

uma vantagem o uso de temperaturas mais brandas (Fetzera et al., 2018).

Tabela 3 — Avaliagdo da atividade 6tima das proteases extraidas da casca do fruto da

castanheira-do-Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke).

Temperaturas (°C) Protease (U/mL)
10 2,33
20 11,66
30 12,06
40 14,16
50 22,00
60 17,23
70 9,36
80 5,76
90 0,46

No processo digestivo dos frangos de corte, as proteases desempenham um papel
essencial na quebra das proteinas ingeridas, convertendo-as em aminodcidos e peptideos
menores que podem ser absorvidos pelo trato gastrointestinal. A estabilidade das proteases no
trato digestivo ¢ fundamental para essa eficiéncia. A maioria dessas enzimas apresenta uma
estabilidade ideal em temperaturas que variam de 40 a 50°C, faixa que se aproxima da
temperatura interna do corpo dos frangos de corte, que geralmente fica em torno de 41-42 °C.
Dentro desse intervalo de temperatura, as proteases como a pepsina e a tripsina mantém sua
atividade méxima, permitindo uma digestdo eficaz das proteinas alimentares. A consisténcia
dessa temperatura interna assegura que as enzimas digestivas permane¢cam ativas durante o
processo de digestdo, facilitando a absor¢do dos nutrientes essenciais para o crescimento e

desenvolvimento dos frangos.

Ao analisar a atividade da protease na figura 2 pdde-se observar um aumento gradual
até a temperatura de 50 °C, atingindo sua producdo maxima de protease (100%). A uma
temperatura de 60°C, a enzima manteve sua atividade de aproximadamente 80%. Contudo, com

0 aumento continuo da temperatura, observou-se uma redugao drastica na atividade enzimatica,
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alcangando os menores niveis a 90 °C. Dambar et al. (2024) observaram em seu estudo que a
faixa otima de temperatura da protease extraida Kinema estd entre 40 e 60°C mas passou a
diminuir gradualmente apos esse ponto, e sua estabilidade também variou de 30 °C e 40°C.
Esses resultados sugerem que a faixa ideal para a atividade da protease situa-se entre 40 °C e
50 °C, alinhando-se aos dados da Castanheira do Gurguéia dentro da normalidade das condi¢des

térmicas.
Figura 2 — Atividade residual de proteases extraidas da casca do fruto da castanheira-do-
gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) frente a diferentes temperaturas.
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Ao analisar o tempo de estabilidade ideal da atividade da protease (Tabela 4),

observaram-se maiores atividades enzimaticas até os 30 minutos, com atividade de 28,86 U/mL.

Tabela 4 - Caracterizagdo da atividade de proteases extraidas da casca do fruto da

castanheira-do-Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) frente a diferentes tempos.

Tempo (min) Protease (U/mL)
0 30,86
15 28,46
30 28,86
60 28,40
90 21,13

120 13,70
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A estabilidade da enzima ¢ um fator crucial para sua aplicacdo industrial. A enzima
extraida da castanheira-do-gurguéia quando submetida a tempetura de 50 °C, apresentou
atividade de 80% por um tempo de 60 minutos, acima de 60% de atividade em um tempo de

90 minutos e mais de 40% por um tempo de 120 minutos (Figura 3).

Figura 3 — Efeito do tempo na estabilidade da protease extraida da casca do fruto da

castanheira-do-Gurguéia a 50°C.
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Com base nesses resultados, ¢ possivel definir um periodo ideal de uso para minimizar
perdas de atividade enzimatica decorrentes de alteragdes em suas propriedades. Machado et al.
(2017) verificaram que as enzimas proteoliticas de P. ostreatoroseus se mantiveram estaveis
entre as as faixas de temperaturas 25 a 50 °C. Magalhaes ef al. (2019) obtiveram resultados
semelhantes a atividade 6tima a 50°C em enzimas proteoliticas produzidas por L. crinitus, tanto
em cultivo submerso, como em substrato so6lido, bem como para os cogumelos P. ostreatoroseus

e P. citrinopileatus que também apresentaram temperatura 6tima de suas proteases a 50 °C (Cui

et al., 2007; Silva, 2015).

A influéncia do pH na atividade das proteases extraidas da casca do fruto da D.
lacunifera Ducke ¢ apresentada na (Figura 4). Observou-se que as enzimas praticamente nao
apresentam atividade em pH abaixo de 4,0, diminuindo a tolerancia a meios muito acidos. No
entanto, houve estabilidade entre pH 5,0 e 8,0, com atividade em torno de 50%. A medida que

o pH se tornou mais alcalino, a atividade enzimética aumentou, alcancando 100% de atividade

em pH 11,0.
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Figura 4 - Efeito do pH na estabilidade da protease extraidas da casca do fruto da D. lacunifera
Ducke.
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De acordo com esses resultados, podemos classificar a protease extraida da casca do
fruto da D. lacunifera Ducke como alcalina. Essa ampla tolerancia permite que a enzima atue
em uma grande faixa de pH. As proteases alcalinas, que apresentam atividade méxima em pH
entre 8,0 e 13,0, sdo amplamente utilizadas como aditivos na industria de detergentes. Essas
enzimas se destacam pela eficdcia na remoc¢do de manchas proteicas, demonstrando alta
estabilidade em condi¢des de pH elevado, ampla tolerancia térmica e compatibilidade com

outros componentes presentes nas formulacdes de detergentes (Ractz, 2015; Intelligence, 2021;

Tanwar et al., 2022).

Ao avaliar a estabilidade da enzima em pH 11,0 (Figura 5), verificou-se uma reducao
da atividade enzimaética, apos 24 horas de exposi¢do, a atividade caiu para cerca de 45% do

valor inicial, e apos 48 horas, reduziu-se para niveis abaixo de 15%.
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Figura 5 - Efeito do tempo na estabilidade da protease extraida da casca do fruto da D.

lacunifera Ducke em pH 11,0.
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O estudo também investigou o efeito de diferentes ions na atividade das proteases

extraidas da casca do fruto da D. lacunifera Ducke (Tabela 5). Os resultados revelaram que o

ion magnésio (Mg®") aumentou a atividade enzimatica em 11%. Babalola et al, 2023

caracterizando uma protease obtida das folhas de mamao papaya (Carica papaya) e utilizando

diferentes ions também teve a atividade enzimatica aumentada apenas na presenga de Mg>".

Segundo Li et al., 2013, os ions podem funcionar como ponte idnica para preservar a
integridade da estrutura ou estabilizar o complexo enzima-substrato, prevenindo a autélise e o
desdobramento térmico. Ja o ion soédio (Na*) e o dodecil sufato de sédio (SDS) reduziram a

atividade em 17% e 31%, respectivamente. Qutros ions apresentaram influéncia minima, com
b

redugdes inferiores a 9%.

Tabela S - Efeito dos ions e surfactantes na atividade da protease extraida da casca do

fruto da D. lacunifera Ducke.

fons Atividade proteasica (U/mL) Atividade residual (%)
Controle 14,36 100,0
Na* 11,93 83,0
K* 13,13 91,0
Mg?* 16,00 111,0
Ca®* 13,36 93,0
Surfactantes Atividade proteasica (U/mL) Atividade residual (%)
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Controle 14,36 100,0
SDS 9,86 69,0
Tween 80 13,63 95,0

* SDS- Dodecil Sufato de Sodio

3.3 Avaliacio da toxicidade das proteases presentes no extrato bruto frente aos nauplios

de Artemia salina

O extrato bruto obtido da casca do fruto de D. lacunifera foi avaliado quanto a
toxicidade utilizando Artemia salina como organismo modelo, ¢ os resultados ndo indicaram
qualquer efeito toxico. A auséncia de toxicidade frente a 4. salina ¢ um indicativo de seguranca
do extrato, sugerindo que ele ndo apresenta compostos com propriedades toxicas em nenhuma

concentragdo, o que amplia seu potencial para futuras aplicagdoes.

3.4 Avaliacido da atividade proteasica frente a diferentes tipos de rac¢oes utilizadas para

frangos de corte

Dentre todas as racdes testadas, apenas o milho e a racdo de engorda obtiveram
estabilidade da atividade proteasica da enzima, tendo respectivamente: 2,66 e 1,76 unidades por
mL, a ragdo do tipo inicial e a ragdo de crescimento ndo promoveram estabilidade da enzima.
O efeito benéfico da protease na satde intestinal pode ser uma combinagao de varios fatores
que se interagem. Tais fatores inclui uma redu¢do na fermenta¢do da proteina no intestino
grosso e a hidrdlise de fatores antinutricionais que poderia dificultar a absor¢ao dos nutrientes
presentes na racdo bem como proteinas antigénicas. Nesse sentido foi possivel observar que as
proteases presente no extrato bruto da casca do fruto da D. lacunifera Ducke possui estabilidade
frente a ragdes do tipo inicial e de milho, podendo posteriormente ser utilizada como um aditivo
enzimatico, trazendo beneficios a saude do animal e reducao nos custos de produ¢ado, sobretudo
nessa fase inicial de alimentacao dos frangos, que deve ser fornecida aos pintos até oito semanas

de 1dade.

3.5 Purificacdo das proteases presentes no extrato bruto pelo Sistema de Duas Fases
Aquosas (PEG/Fosfato de sddio

Com relagdo ao processo de purificagdo por SDFA podemos observar através da Tabela
6 que 8 ensaios ndo formaram fase, ou seja nesses ensaios houve uma incompatibilidade
termodindmica, resultando em um sistema homogéneo. Isso pode acontecer por diversos
motivos: Compatibilidade Molecular, ou seja, se os componentes do sistema possuem alta

afinidade intermolecular (como interagdes hidrofilicas semelhantes ou ligagcdes de hidrogénio
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entre as moléculas), eles podem permanecer misciveis em vez de se separarem em fases

distintas.



Tabela 6 - Resultados da purificagdo da protease extraida do fruto da Castanheira do Gurguéia pelo SDFA (PEG/fosfato de s6dio).

60

Ensaios Massa Molar Concentra¢io Concentracio pH Atividade Proteasica Atividade Proteasica K Yoic Yo FPrc  FPsy
do PEG do PEG (%) do Sal (%) (U/mL) PEG (U/mL) SAL
1 400 12,5 10 6 Nao formou fase
2 20000 12,5 10 6 1,8 5,4 0,36 44,36 204,22 0,99 8,6
3 400 17,5 10 6 Nao formou fase
4 20000 17,5 10 6 0,7 2,73 0,25 25,63 69,21 0,38 4,79
5 400 12,5 10 8 Nao formou fase
6 20000 12,5 10 8 2,16 3,56 0,6 60,84 12535 0,94 4,62
7 400 17,5 10 8 Nao formou fase
8 20000 17,5 10 8 1,5 0,26 5,76 4225 8,78 0,63 0,38
9 400 12,5 15 6 Nao formou fase
10 20000 12,5 15 6 2,86 4,44 0,65 74,52 164,22 1,4 6,65
11 400 17,5 15 6 Nao formou fase
12 20000 17,5 15 6 3,13 4,4 0,71 119,02 111,54 1,73 4,08
13 400 12,5 15 8 Nao formou fase
14 20000 12,5 15 8 0,93 3,36 0,27 18,99 120,67 046 4,15
15 400 17,5 15 8 Nao formou fase
16 20000 17,5 15 8 2,7 3,7 0,72 76,05 130,28 2,04 4,66
17¢ 10000 15 12,5 7 2,9 3,1 0,54 81,69 109,15 1,12 4,24
18¢ 10000 15 12,5 7 4,26 2,43 0,75 123 87,27 2,86 2,52
19¢ 10000 15 12,5 7 2,9 3,1 0,93 81,69 109,15 1,12 4,24
20°¢ 10000 15 12,5 7 2,2 4,06 0,54 60,42 87,25 0,95 4,5
MMpeG = Massa molar do PEG Csal = Concentragao de fosfato YsaL = Recuperagdo da enzima no SAL €= Ponto central

Crec = Concentracao do PE
pH = Potencial hidrogenidnico

K = Fator de particao

Yrec = Recuperacao da enzima no PEG

FPprG = Fator de purificagao do PEG
FPsaL = Fator de purificagdao do Sal

negrito=melhor ensaio
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Para a formacdo de fases, os componentes devem estar presentes em concentragdes
acima de um limite critico. Concentragdes muito baixas de polimeros ou sal podem resultar em
uma solucao homogénea, sem separagao de fases. Temperatura Inadequada: A temperatura pode
afetar a solubilidade dos componentes. Em algumas condigdes, temperaturas fora do intervalo
ideal podem impedir a separagdo de fases. pH ou Forga Ionica Inadequados: A formacdo de
fases pode depender do equilibrio eletroquimico entre os componentes. Se o pH ou a forga
10nica nao forem adequados, a separacao pode ndo ocorrer. Interferéncias Adicionais: Presenca
de aditivos, contaminantes ou outros solutos que alterem as propriedades termodinamicas do
sistema, promovendo miscibilidade em vez de separagdo. E valido ressaltar que esses fatores
podem ser controlados para ajustar as condigdes e promover ou inibir a formagdo de fases,

dependendo da aplicagdo desejada.

Dessa forma apenas 12 ensaios houve a formacdo de fases, dentre esses ensaios as
proteases apresentaram preferéncia pela solucdo salina, ou seja, um coeficiente de parti¢ao (K)
abaixo de 1. Apenas 1 ensaio teve a protease migrada para fase PEG (K >1) que foi o ensaio 8.
A figura 6 apresenta os resultados da anélise da influéncia das variaveis MMpgg, Crig, pH €
Csal sobre o K da protease extraida da casca do fruto da D. lacunifera Ducke. Destas variaveis,
apenas a MMpgG teve um efeito significativo na particao da enzima, sendo esse efeito positivo,
ou seja, quanto maior a MMpkG, mais eficiente € o processo de particdo das proteases para a
fase rica em sal. Isso ocorre devido a exclusdo preferencial por efeito de volume excluido, onde
a maior massa molar do PEG que tem um maior tamanho molecular, ocupa mais espaco na

solugao.

Figura 6 — Efeitos das varidveis independentes (MMPEG, CPEG, pH, CSal) na recuperagdo da
enzima no SAL (Y sal).



62

22,63

(AMMPEG

AR e s 8
A LM 2 758

A LI 2759
Ml s, 2.886652
M2 772754
TmMmsrs 1.%}55849
_T"ha: 1965649
N 1.062356

(2)ICPEG

1by2 -7.1385

2by4

17274
1by3
(3)Concentrag do de sal
(4)pH
1by4

b. 886652
1434

‘
2773754
|

Iby4
2by3

1°2*3
2*3%4

p:E;.OS
Efeito estimado (Valor absoluto)

A Figura 7 apresenta uma interpretacdo da interagdo dos efeitos de Cpeg € MMpgG na
recuperagdo das proteases para a fase sal, verifica-se que o efeito da concentracdo do PEG ¢
mais evidente quando o nivel da massa molar de PEG ¢ mais alto. Portanto, a recuperagdo 6tima
da enzima na fase sal ocorre sob as seguintes condi¢des: baixa concentracdo de Cpgg € alta

massa molar de MMpgg, especificamente 12,5% e 20.000 g/mol, respectivamente.

Figura 7 — Diagrama para interpretagio geométrica dos efeitos de um planejamento 24, tendo
como variavel-resposta a recuperagdo das proteases para a fase sal (Y sal) para analisar a

concentracdo do PEG em fung¢ao da massa molar do PEG.
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Dentro todos os ensaios analisados o que apresentou as melhores condigdes para a
extracdo da protease contida no extrato bruto e purificada pelo SDFA foi o ensaio 2 que
apresentou uma MMpgg de 20.000 g/Mol, uma Cpec de 12,5%, pH 6 € uma Csa de 10%, essas
condi¢des promoveram uma particdo da enzima para a fase rica em sal (K = 0,36), com uma
atividade protedsica na respectiva fase de 5,4 U/mL, uma recuperagao de 204,22% e um FPg,

de 8,6.

A andlise da Figura 8 revela que o fator de purificagdo da protease na fase rica em sal
(FPsa) € significativamente influenciado pela massa molar do PEG (MMpgG). Especificamente,
quanto maior a massa molar do PEG, maior o fator de purificacdo da protease na fase rica em

sal, sendo também a Unica variavel estatisticamente significativa.

Figura 8 - Efeito das varidveis sobre o fator de purificagdo (FPsaL) da protease extraida da
casca do fruto da castanheira do-Gurguéia pelo sistema de duas fases aquosas na fase rica em

sal. (FPsar)

(OMMPEG

(3)Concentrac #o de sal \ -?_93388
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4. CONCLUSAO

Conclui-se que foi possivel extrair e caracterizar proteases a partir da casca do fruto de
Dypetrix lacunifera Ducke, destacando o potencial biotecnologico deste material, que seria
descartado como residuo. As enzimas presentes no extrato bruto, caracterizadas
bioquimicamente quanto ao pH, temperatura, estabilidade frente a ions e surfactantes,
apresentaram resultados promissores. Além disso, a auséncia de toxicidade para Artemia salina
confirma a seguranca do extrato, enquanto sua estabilidade em ragdes para frangos de corte
sugere viabilidade para aplicacdo na nutricdo animal. A purificacdo das enzimas por sistemas
de duas fases aquosas demonstrou a eficacia desse método e ressaltou o potencial de
aproveitamento sustentavel da casca do fruto como um aditivo alimentar, contribuindo para a
valorizacdo de residuos e promovendo o desenvolvimento de solugdes ecoldgicas na
agroindustria. Dessa forma, o estudo abre novas perspectivas para a utilizacdo de residuos

agroindustriais, alinhando sustentabilidade e inovacdo no setor.
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RESUMO

A avicultura de corte possui atividade econdmica importante para o Brasil, mas enfrenta
desafios significativos, como o estresse térmico, que impacta o bem-estar das aves e gera perdas
financeiras. Por serem animais homeotérmicas, tém dificuldade em regular sua temperatura
corporal em condigdes de calor extremo, resultando em efeitos adversos. Este estudo teve como
objetivo avaliar os efeitos da adicdo de proteases brutas e purificadas da casca da castanheira-
do-Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) na dieta de pintos de corte durante a fase de 1 a 7 dias
de idade sob condi¢des de estresse térmico. Foram utilizados 150 pintos da linhagem Cobb,
distribuidos em um experimento totalmente casualizado, com trés tratamentos: um grupo
controle sem adi¢do de enzima a racdo, outro com 300 unidades/g de ragcdo contendo enzima
do extrato bruto (equivalente a 2,1 g/kg de ra¢do), e para o purificado( 6,6 g/kg de ragdo) com
5 repeticdes com 10 aves em cada gaiola. Os resultados mostraram que as condigdes
experimentais apresentaram estresse térmico, com indices de temperatura acima do ideal para
o conforto das aves na primeira semana. No entanto, no 7° dia, os pintos que receberam o extrato
purificado apresentaram um peso final significativamente maior em comparagdo extrato bruto
e ao grupo controle, indicando um ganho bom desempenho no ganho de peso. Assim, conclui-
se que a casca da Dipteryx lacunifera Ducke ¢ uma alternativa promissora para suplementagao
na dieta de frangos de corte, melhorando paradmetros produtivos como ganho de peso e
conversdo alimentar, mesmo em condigdes severas de estresse térmico. E importante, no
entanto, combinar essa estratégia nutricional com medidas ambientais para reduzir os efeitos
do estresse térmico.

Palavras chaves: enzimas proteoliticas, estresse por calor, nutri¢do animal, frangos de corte.
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ABSTRACT

Aviculture has an important economic activity for Brazil, but faces significant challenges such
as thermal stress that impacts the well-being of birds and generates financial losses. Because
they are homeothermic animals, they have difficulty regulating their body temperature under
extreme heat conditions, resulting in adverse effects. This study aimed to evaluate the effects
of the addition of gross and purified proteases of the casca of the gurge chestnut (Dipteryx
lacunifera Ducke) in the diet of cutting chicks during the phase of 1 to 7 days of age under
conditions of thermal stress. 150 chicks of the Cobb lineage were used, distributed in a fully
randomized experiment, with three treatments: a control group without enzyme added to feed,
another with 300 units/g of ration containing gross extract enzyme (equivalent to 2.1 g/ kg of
feed), and for the purified (6.6 g/kg of feed) with 5 repetitions with 10 birds in each cage. The
results showed that experimental conditions had thermal stress, with temperature rates above
the ideal for bird comfort in the first week. However, on day 7, the chicks that received the
purified extract had a significantly higher final weight compared to gross extract and the control
group, indicating a good performance in weight gain. Thus, it is concluded that D. lacunifera
bark is a promising alternative for supplementation in the broiler diet, improving productive
parameters such as weight gain and food conversion, even under severe thermal stress
conditions. It is important, however, to combine this nutritional strategy with environmental
measures to reduce the effects of thermal stress.

Keywords: proteolytic enzymes, heat stress, animal nutrition, chickens.

1. INTRODUCAO

O estresse por calor representa um dos maiores desafios na avicultura, afetando
qualidades o bem-estar das aves e gerando perdas econdmicas consideraveis. Esse problema ¢
especialmente critico em linhagens modernas de frangos de corte, cujos altas taxas metabdlicas
os tornam mais vulneraveis a temperaturas elevadas (Cahaner, 2003). As consequéncias
incluem redu¢do do consumo de ragdo, menor taxa de crescimento, comprometimento do
sistema imunolédgico e aumento da mortalidade, destacando a necessidade de implementagao

de estratégias de prevengdo (Liu et al., 2020).

Suplementacgdo a base de aditivos extraidos de vegetais tem se destacado como uma
alternativa promissora no manejo do estresse térmico em frangos de corte. Os compostos
bioativos presentes nesses extratos mostram potencial para melhorar a digestibilidade dos
nutrientes, fortalecer o sistema imunologico e reduzir os efeitos adversos do estresse por calor
(Yao et al., 2023). A inclusdo de extratos vegetais, como boldo, oliveira e hortela-pimenta, nas

dietas das aves tem demonstrado beneficios benéficos, incluindo melhor desempenho
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produtivo, equilibrio da microbiota intestinal e protecao contra danos inflamatérios (Ma et al.,
2024).

A busca por novas fontes naturais de extratos para compor suplementagdo nutricional
animal tem incentivado o estudo de espécies nativas com potencial biotecnologico. Conhecida
popularmente como castanheira-do-Gurguéia, fava-do-morcego ou garampara, a Dipteryx
lacunifera Ducke ¢ uma espécie frutifera da familia Leguminosae (Ribeiro et al., 2012) Uma
planta do Cerrado nordestino, desponta como uma opg¢do promissora. A casca do fruto,
frequentemente descartada, pode possuir grande potencial enzimatico para aplicagdes como

aditivo alimentar em dietas de frangos de corte.

O trabalho tem como objetivo avaliar os efeitos da inclusdo de proteases brutas e
purificadas da casca da castanheira-do-gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) na dieta de pintos

de corte durante a fase pré-inicial (1 a 7 dias de idade), sob condigdes de estresse térmico.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Local do experimento

O experimento foi realizado em galpao convencional (Figura 1) para frangos de corte
do Colégio Técnico pertencente a Universidade Federal do Piaui (UFPI) no Campus Professora

Cinobelina Elvas (CPCE), localizado no municipio de Bom Jesus-PI.

Figura 1 — Galpao convencional localizado no Colégio Técnico de Bom Jesus, UFPI.
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Fonte: Arquiv pessoal

2.2 Animais e formulac¢ao das rac¢oes
Foram utilizados 150 pintos de corte da linhagem Cobb, com idades entre 1 e 7 dias,

distribuidos em um delineamento experimental inteiramente casualizado. As aves foram
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alocadas em 3 tratamentos com dois niveis de adicdo de extrato bruto e purificado da
castanheira-do-gurguéia: 0 e 300 unidades/g de racdo, correspondendo a 2,1 g/kg de racdao do
extrato bruto e para o purificado 6,6 g/kg de ragdo), com 5 repeticoes de 10 aves cada. A
distribuicao das aves foi realizada de forma que todas as unidades experimentais contivessem
animais com pesos semelhantes. Os pintos foram alojados em gaiolas de 1,5 m? localizadas
dentro de um galpao de alvenaria (Figura 2). Cada gaiola estava equipada com um sistema de

aquecimento por campanulas elétricas, comedouros e bebedouros.

Figura 2 — Pintos de corte alojados nas gaiolas.
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Fonte: Arquivo pessoal

Todos os procedimentos experimentais envolvendo animais foram aprovados pelo
Comité de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Piaui (UFPI/CPCE),
protocolo CEUA-BJ 010/2023. N° da Solicitagcdo ou Autorizagdo SISBIO 86385.

As aves receberam agua a vontade e ragdo formulada para atender as suas exigéncias
nutricionais, conforme descrito por Rostagno et al. (2024) (Tabela 1). O programa de
iluminacao natural-artificial consistira em duas horas de escuridao durante a primeira semana

de vida das aves.

Tabela 1. Composicdo percentual e valores nutricionais calculados das racdes utilizadas nos

experimentos.

Alimento Pré-inicial

Milho grao 60,12
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Soja farelo 45% 33,51

Fosfato bicalcico 2,228

Calcario 1,097

Inerte 0,660

Oleo de soja 0,447

Sal comum 0,441

L-lisina HCL 0,386

DL-metionina 0,363

L-treonina 0,184

L-valina 0,138

L-arginina 0,105

Premix frangos vit inicial * 0,200

Premix mineral frangos™** 0,100

Virginamicina 0,015

Total 100,0

Niveis nutricionais calculados

Matéria seca 87,4262
Energ. Met.aves (mcal/’kg) 2,9300
Proteina bruta (%) 21,1328
Arginina dig.aves (%) 1,3710
Lisina dig.aves (%) 1,2690
Metionina dig.aves (%) 0,6499
Met.+Cist.dig.aves (%) 0,9270
Treonina dig.aves (%) 0,8380
Triptofano dig.aves (%) 0,2290
Valina dig.aves (%) 0,9770
Fibra bruta (%) 3,1564
Fosforo disponivel (%) 0,5240
Gordura (%) 2,9849
Calcio (%) 1,0990
Sédio (%) 0,2160

*BHT 4,000 mg/kg; Galato de propilo 2,200 mg/kg; Vitamina A 13.200.000 Ul/kg; Vitamina
D3 3.300.000 Ul/kg; Vitamina E 25.000 mg/kg; Vitamina K3 3.000 mg/kg; Vitamina B1
2.100 mg/kg; Vitamina B2 7.300 mg/kg; Vitamina B6 3.200 mg/kg; Vitamina B12 19.000
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mcg/kg; Biotina 75.000 mcg/kg; Niacina 45.000 mg/kg; Acido Pantoténico 13.000 mg/kg e
Acido Foélico 1.100 mg/kg.

** BHT 4,000 mg/kg; Galato de propilo 2,200; Cobre 10.000 mg/kg; Zinco 75.000 mg/kg;
Manganés 85.000 mg/kg; Ferro 65.000 mg/kg; Iodo 1.100 mg/kg e Selénio, 330 mg/kg.

2.3 Monitoramento das condi¢des experimentais e delineamento experimental

Para monitoramento da temperatura e da umidade do ar foram feitas com um auxilio de
um medidor datalogger programado para coletar dados a cada hora, dentro do galpao mantido
proximo as gaiolas. Apos a coleta desses dados, foram convertidos no Indice de temperatura e
umidade (ITU), proposto por Thom (1959).

Entre 1 e 7 dias de idade, as aves foram pesadas bem como as ragoes utilizadas e as
sobras, os dados foram utilizados para o calculo do ganho de peso (GP), do consumo de ragdo
(CR) e da conversao alimentar (CA). A mortalidade das aves foi registrada diariamente, pesando
as aves mortas para a correcao do consumo de ragdo e¢ da conversdo alimentar, conforme
descrito por Sakomura e Rostagno (2016). Além disso, foi calculada a viabilidade, e aos 7 dias,
avaliou-se a porcentagem de aves com dificuldade de locomogao.

Com sete dias de idade, no periodo da tarde (entre 14h e 16h), antes das pesagens das
aves, foram aferidos os parametros fisioldgicos dos pintinhos, incluindo a temperatura de cloaca
(TC), a frequéncia respiratéria (FR) e as temperaturas superficiais (TS) de 2 aves de cada gaiola,
escolhidas aleatoriamente, totalizando 10 aves por tratamento.

Primeiramente, foram coletados os dados de FR e TC. A FR foi obtida por meio da
contagem dos movimentos do toérax do animal, a avaliacdo foi realizada durante quinze
segundos e, em seguida, o valor contabilizado foi multiplicado por quatro, obtendo-se o numero
de movimentos por minuto (mov/min). Para a obtencdo da TC, utilizou-se um termometro
clinico digital, que foi introduzido na cloaca da ave de modo a permanecer em contato com a
mucosa até a emissao de um sinal sonoro.

As imagens termograficas foram capturadas na regido central do corpo das aves. A
mesma distancia focal foi mantida em cada coleta de dados, com a cadmera posicionada a uma
distancia de 30 a 50 cm dos animais (figura 1). O dispositivo de termografia (UNI-T, UTI260B)
foi ajustado para uma emissividade de 0,95. Todas as imagens foram transferidas para um

computador e processadas utilizando o software UTi-Live Screen V1.58.

Figura 3. Imagens termograficas da avaliacdo da temperatura da superficie de pintinhos de 7

dias de idade estressados por calor.
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Fonte: arquivo pessoal.

No momento da avaliacdo dos parametros fisiologicos de cada ave, utilizando o
medidor de estresse térmico (ASKO-AKS887), foram registradas a temperatura ambiente (TA),
a temperatura de ponto de orvalho, a temperatura de globo negro (TGN) e a umidade relativa
do ar (UR). Com base nessas informagdes, foram calculados o ITU e o Indice de Temperatura
de Globo ¢ Umidade (ITGU). O calculo do ITU foi realizado de acordo com Thom (1959),
utilizando a seguinte férmula:

ITU =Tbs + 0,36Tpo + 41,2, onde:

o Tbs ¢ a temperatura de bulbo seco (°C)

o Tpo ¢é a temperatura do ponto de orvalho (°C).

Além disso, o ITGU, proposto por Buffington et al. (1981), foi calculado pela féormula:

ITGU =Tgn + 0,36 Tpo + 41,5, onde:

o Tgn € a temperatura de globo negro (°C)

o Tpo ¢ a temperatura do ponto de orvalho (°C).
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2.4 Analise estatistica

As comparagdes entre as médias foram realizadas utilizando o teste de Tukey, com nivel
de significancia de 5%. A andlise estatistica foi realizada com o software Sisvar versao 5.3
(FERREIRA, 2014).
3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A variagdo climatica no ambiente experimental evidenciou amplitudes térmicas

relevantes, com temperaturas oscilando entre 24,5°C e 39,42°C (média de 32,62°C) e umidade
relativa entre 23,9% e 65,7% (média de 40,4%) (tabela 2 e figura 2). Esses valores confirmam

que as aves enfrentaram condigdes de estresse térmico (Macari et al., 2004).

Tabela 2. Dados climéaticos durante a condugao experimental.

Minima Maixima Media
Temperatura (°C) 24,5 394 32,6
UR* (%) 23.9 65,7 40,4
ITU* 71,03 87,26 80,21

*Umidade relativa
*indice de temperatura e umidade

Os problemas adquiridos as altas temperaturas nas primeiras semanas de criacao dos
pintinhos pode resultar em perdas significativas ao longo do processo produtivo. Na a primeira
semana, ¢ essencial manter temperaturas entre 32°C e 35°C, pois nestas condigdes minimizam
o desvio de energia consumida para a manutencdo do sistema termorregulador, favorecendo o
desempenho zootécnico e a lucratividade da produgao (Souza et al., 2011; Vieira et al., 2016).

Altas temperaturas podem levar a redu¢do do consumo alimentar, utilizagdo das
reservas corporais para termogénese, imunossupressdo e, em casos extremos, aumento da
mortalidade (Sejian et al., 2012). Ao avaliar o Indice de Temperatura ¢ Umidade pode-se
observar que variou de 71,03 a 87,26, com média de 80,21 como visto anteriormente (tabela 2).

Durante a primeira semana de vida das aves, recomenda-se que o ITU permaneca
entre 72,4 e 80,0 para assegurar um ambiente térmico confortavel, essencial ao crescimento e
bem-estar dos animais (Abreu e Abreu, 2011; Silva, 2007). Conforme ilustrado na Figura 02, o
ITU excedeu o limite superior de 80,0 por 11 a 13 horas consecutivas diariamente, sugerindo

que as aves foram submetidas a estresse térmico prolongado.
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Figura 4. Variacao da temperatura, umidade e indice de temperatura e umidade (ITU) ao longo

do periodo experimental.

Valores
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Para a analise dos parametros fisiologicos realizada no dia 7 no turno da tarde foram
coletados dados referentes a TA e UR onde pode-se observar a similaridade nos dois grupos,
com valores médios de 39,09 °C e 27,80% respectivamente. Consequentemente, também nao
houve diferenca (P>0,05) no ITU e no ITGU, com valores médios de 86,67 e¢ 86,87,

respectivamente (tabela 3).

Tabela 3 - Parametros fisiologicos de frangos de corte de 1 a 7 dias sob estresse térmico por

calor.

Tratamento TA UR ITU ITGU FR TC TS
Controle 38,96a 28,60a 8447a 86,71a 130,80a 41,58a 41,50a
EBCG 39,26a  26,36a 86,80a 86,90a 137,20a 42,08a 41,35a
EPCG 39,06a 2846a  86,75a 86,99a 13520a 42,30a 42,06a
Média geral 39,09 27,80 86,67 86,87 134,40 41,98 41,63
CV(%) 1,63 13,93 0,64 1,00 9,30 1,26 2,29
TA = temperatura do ar (°C); UR = umidade relativa (%); ITU = indice de temperatura e
umidade; ITGU = indice de temperatura do globo negro e umidade; FR = frequéncia
respiratdria (mov/min); TC = temperatura de cloaca (°C); TS = temperatura superficial; CV
= coeficiente de variagdo, EBCG = extrato bruto da castanha-do-gurguéia.

Os resultados indicam que o ambiente experimental foi caracterizado por condig¢des
de estresse térmico, conforme evidenciado pelos valores de ITU e ITGU, que ficaram acima da

faixa recomendada para o conforto térmico, durante a primeira semana de vida dos pintinhos
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de corte. Segundo Abreu & Abreu (2001), os valores de ITU para frangos de corte devem variar
entre 72,4 ¢ 80,0 na primeira semana de idade. No presente estudo, os valores médios de ITU
foram de 86,67, indicando condi¢des ambientais de estresse térmico.

Oliveira et al. (2006) ao avaliar valores de ITGU em conforto térmico para aves durante
a primeira semana variando entre 77,0 e 80,0, entretanto para a segunda e terceira semanas, ha
uma diminui¢do dessa faixa para 73 a 76. Ja para os estudos realizados por Cella et al. (2001)
mostra que a faixa de ITGU ¢ de 77 a 81, adequada para frangos de corte na primeira semana
de vida. Para Candido et al. (2016) esses achados ao identifica que a faixa 6tima de ITGU para

frangos de corte na primeira semana de vida varia entre 75,8 + 1,0 e 79,7 £+ 1,6.

Ao avaliar dados de ITGU observados neste estudo mostra um aumento consideravel ao
comparar com intervalos considerados ideais, caracterizando um ambiente de estresse térmico

para os animais.

Ao avaliar os parametros fisiologicos das aves, FR, a TC e a TS, foi observado que
nao apresentaram diferengas (P>0,05) entre os tratamentos avaliados. A FR teve uma média de
134,40mov/min. A TC apresentou uma média de 41,98 °C, enquanto a TS registrou um valor
médio de 41,63 °C.

Comparando os dados de Ferraz et al. (2023), ao trabalhar com pintinhos de corte
macho da linhagem Cobb na primeira semana de vida em condigdes de conforto térmico (ITU
entre 78,80 e 80,58), encontraram os seguintes valores médios de FR de 56,1 mov/min e TC de
40,0 °C. Em contrapartida, no presente estudo, as aves apresentaram uma FR significativamente
mais elevada (134,40 mov/min) e uma TC média de 41,98 °C, indicando o estresse térmico
sofrido pelas aves.

Como relatado em seu estudo Cordeiro et al. (2014), pintinhos em condi¢des de
conforto térmico exibem uma frequéncia respiratdria préxima a 47 mov/min. Oliveira et al.
(2006) ao avaliar a TC considera uma temperatura ideal de 42 °C representando condi¢des de
normalidade para pintos de corte nas primeiras trés semanas de vida. Apesar da TC média de
41,98 °C estar proxima desse valor, os dados de FR indicam que as aves podem ter adotado
mecanismos compensatorios para lidar com o calor excessivo, para dissipar calor via
evaporacgao.

Na avaliagdo da temperatura superficial registrou um valor médio de 41,63 °C. Este
resultado estd em concordancia com os dados encontrados por Malheiros et al. (2000), que
avaliaram pintinhos machos da linhagem Cobb aos 7 dias de idade onde a temperatura

superficial média de 32,7°C em ambiente de 20°C, 35,1°C sob 25°C e 36,4°C quando a



79

temperatura ambiente foi de 35°C. Segundo Malheiros et al. (2000), as varia¢des na temperatura
superficial estdo intimamente associadas as respostas do sistema cardiovascular, sendo o
aumento ou diminui¢do do fluxo sanguineo periférico um fator determinante na regulacao da
temperatura da pele, especialmente durante a exposi¢ao a diferentes condigdes térmicas.

Nascimento et al. (2014) em seu trabalho observaram que pintinhos criados em
condi¢des de conforto térmico apresentaram uma temperatura superficial média de 35,2°C. Em
contrapartida, no presente trabalho obtiveram uma média de 41,63°C, indicando uma adaptagao
dos animais a condigdes térmicas mais extremas, evidenciando um possivel estresse térmico
em resposta ao ambiente mais quente.

Os resultados apresentados na Tabela 4 estdo descritos a inclusdo do extrato bruto e
Purificado castanheira-do-gurguéia na ragdo dos frangos de corte onde observou uma influéncia

positiva para o desempenho das aves.

Tabela 4 - Desempenho de frangos de corte de 1 a 7 dias suplementados com Extrato Bruto e Purificado

da Castanheira do Gurgueia.

Tratamento Peso Peso GP CR CA Viab Loc
1 dia (g) 7 dias (g) (2) (2) (g/2) (%) (%)
Controle 41,18 a 82,08¢c 40,90¢c 76,03c 1,86a  98,00a 54,00a
EBCG 41,40 a 103,06b 61,66b 87,76b 1,43b  96,00a 32,00a
EPCG 41,36 a 137.10 a 95,74a 107.24a 1,12¢ 84,00a 2,00b
Média geral 41,31 107,41 66.10 90.34 1.47 92.66 29.33
CV(%) 2,38 5,07 9.29 7.11 7.15 12.15 58.05

GP = ganho de peso; CR = consumo de racao; CA = conversao alimentar; Viab = viabilidade; Loc =
dificuldade de locomogao; CV = coeficiente de variagdo, EBCG = extrato bruto contendo protease da
casa da castanheira-do-Gurguéia, EPCG = extrato purificado contendo protease purificadas da casca
castanheira-do-Gurguéia.

Nao houve diferenga (P>0,05) com relacdo ao peso inicial (dia 1), garantindo
homogeneidade entre os tratamentos no inicio do experimento. No entanto, no dia 7, as aves
que receberam EBCG e EPCG apresentaram peso final significativamente maior para o
tratamento EPCG refletindo em um GP superior comparado ao EBCG e ao grupo controle.
Além disso, o CR foi maior no grupo EPCG comparado ao EBCG e ao controle, associado a
uma melhora na eficiéncia alimentar, evidenciada pela menor CA (1,12g) para o grupo

suplementado com EPCG. Nao houve diferencas (P>0,05) para a viabilidade. Em relacao a
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dificuldade de locomocgdo, observou-se uma alta porcentagem de aves com problemas
locomotores em ambos os tratamentos.

Em relagdo aos parametros de desempenho esperados para a linhagem C500, de acordo
com o manual da Cobb (2022), o ganho de peso esperado para os machos dessa linhagem aos
7 dias € de 205 g, com uma conversao alimentar de 0,883 e um consumo de ragdo de 182 g.

Os resultados apresentados por Omran et al. (2020) indicam que o estresse térmico
durante os primeiros dias de vida prejudica significativamente o desempenho inicial de
pintinhos de corte, como evidenciado pela reducao no peso vivo (147,91 g no grupo estressado
versus 158 g no controle) e no ganho de peso (106,05 g no grupo estressado versus 117,07 g no
controle). No entanto, vale destacar que, nesse estudo, as aves foram expostas a 40°C por apenas
3 horas diarias, enquanto em nosso experimento as condi¢gdes ambientais representaram uma
situacdo de estresse térmico mais severo e prolongado.

Quando comparados aos dados obtidos em nosso experimento, verifica-se que, mesmo
sob essas condi¢gdes desafiadoras, a inclusdo do EBCG e EPCG contribuiram para um
desempenho superior das aves tratadas em relacdo ao grupo controle. Aos 7 dias, as aves do
grupo EPCG apresentaram peso final de 137.10 g, significativamente maior comparado ao
EBCG (103,06g) e ao o grupo controle (82,08 g), além de uma menor conversao alimentar (1,43
g/g no grupo EBCG versus 1,86 g/g no controle), indicando maior eficiéncia na agao do extrato
na dieta. Angel et al. (2011), ao testar a inclusdo de protease em dietas para frangos de corte,
independente da concentragdo utilizada, observou-se aumento no ganho de peso e melhoria na
conversao alimentar. Cowieson et al. (2016) ndo encontraram diferencas significativas para
ganho de peso e consumo de racdo para frangos de corte alimentados com dietas a base de
milho, farelo de soja e farelo de canola suplementadas com protease até sete dias de idade.

Embora o desempenho tenha sido influenciado positivamente pela utilizagdo dos
extratos brutos e purificado, uma alta porcentagem de aves apresentou dificuldade de
locomog¢do em ambos os tratamentos. No entanto, o grupo alimentado com EPCG teve uma
incidéncia menor de problemas locomotores (2%) em comparacdo ao EBCG (32%) e ao
controle (54%) (tabela 4).

Diversos fatores, como linhagem, idade, sexo, nutri¢do, alojamento e manejo,
influenciam os distarbios locomotores em frangos de corte (Toghyani et al., 2011; Schwean-
Lardner et al., 2013). Dentre eles, o estresse térmico ¢ um dos principais fatores que reduz o
ganho de peso corporal ao comprometer a ingestdo e a absor¢do de nutrientes, prejudicando a
funcdo intestinal (Belay e Teeter, 1993). Além disso, o estresse térmico induz perda dssea

devido a menor absor¢do de calcio e ao aumento da atividade do eixo hipotalamo-hipofise-
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adrenal, elevando os niveis de corticosterona (Hosseini-Vashan et al., 2016; Xu et al., 2018). O
excesso de corticosterona tem impactos negativos na saude oOssea, inibindo a formagdo de
osteoblastos, promovendo a apoptose de osteoblastos e ostedcitos (células responsaveis pela
formagdo e manutengdo 6ssea) e aumentando a sobrevivéncia de osteoclastos (células que
reabsorvem o tecido 6sseo) (Jia et al., 2006; Rauch et al., 2010; Henneicke et al., 2014).
Paralelamente, a elevacao da temperatura corporal intensifica a producdo de espécies reativas
de oxigé€nio nas mitocondrias, resultando em estresse oxidativo (Huang et al., 2015), o que

agrava os danos ao sistema esquelético.

4. CONCLUSAO

A inclusdo dos extratos contendo as proteases brutas e purificadas extraidas da casca da
castanheira-do-Gurguéia (Dipteryx lacunifera Ducke) mostrou-se uma alternativa promissora
para a suplementagdo na dieta de frangos de corte. Tendo em vista que o extrato purificado se
mostrou mais eficaz no desempenho zootécnico (consumo de ragdo, ganho de peso e conversao
alimentar) tendo em vista o estresse térmico. Sao necessarios mais estudos para aprofundar mais
o conhecimento sobre os mecanismos de a¢ao do extrato e avaliar sua aplicagao em diferentes

parametros de analise.
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ANEXOS

TRABALHOS PRODUZIDOS

2023 a 2024

INCIDENCIA DE FUNGOS EM SEMENTES DE
UROCHLOA BRIZANTHA

CAPITULO DE LIVRO

INTENSIDADE INFLAMATORIA DO PANCREAS EM
FRANGOS DE CORTE EM FUNCAO DE NIVEIS
ELETROLITICOS DA DIETA SOB ESTRESSE POR
CALOR

CAPITULO DE LIVRO

UTILIZACAO DO TESTE DE ARTEMIA SALINA PARA
ENSAIOS DE DOSAGEM DE TOXICIDADE

CAPITULO DE LIVRO

RESUMO EXPANDIDO-AVALIACAO DO
COEFICIENTE DE PARTICAO DAS PROTEASES
PRODUZIDAS POR TRICHODERMA ORIENTALE
FERMENTADO EM CASCAS DE LARANJAS E
EXTRAIDAS POR SISTEMA DE DUAS FASES
AQUOSAS

V SEMANA CIENTIFICA DO
AGRESTE PERNAMBUCANO

RESUMO EXPANDIDO- AVALIACAO DE
PROTEASES COAGULANTE DO LEITE UTILIZANDO
RESIDUOS E CO-PRODUTOS AGROINDUSTRIAIS A
PARTIR DE TRICHODERMAS SP. ISOLADOS DE UM
ECOTONO CAATINGA/CERRADO PIAUIENSE

V SEMANA CIENTIFICA DO
AGRESTE PERNAMBUCANO

RESUMO SIMPLES - PRE-PURIFICACAO DE
PROTEASES COM ATIVIDADE FIBRINOLITICA
ORIUNDOS DA CASCA DA FAVA DO MORCEGO

(DIPTERYX LACUNIFERA DUCKE)

EPIBIO

RESUMO SIMPLES-EPIBIO-AVALIACAO DO EFEITO
DA TEMPERATURA E DE CO-FATORES SOBRE A
ATIVIDADE PROTEASICA DE UMA ENZIMA
PROTEOLITICA EXTRAIDA DA CASCA DA FAVA DO
MORCEGO (DIPTERYX LACUNIFERA DUCKE)

EPIBIO

RESUMO SIMPLES-USO DE PROTEASES DA
CASTANHEIRA DO GURGUEIA (Dipteryx lacunifera
Ducke) NA GERMINACAO E DESENVOLVIMENTO DE
PLANTULAS DE TRIGO (Triticum aestivum L.)

EPIBIO

RESUMO SIMPLES-OBTENCAO DE PROTEASES A
PARTIR DA CASTANHA DE DIPTERYX LACUNIFERA
(FAVA DO MORCEGO) E SUA COMPATIBILIDADE
COMO ADITIVO EM RACOES DE AVES E CAPRINOS

CNPA

RESUMO SIMPLES- AVALIACAO DE PROTEASES
DA CASCA DA CASTANHEIRA DO GURGUEIA
(Dipteryx lacunifera Ducke) NA APLICACAO EM

RACAO PARA FRANGOS DE CORTE

CNPA

RESUMO SIMPLES- PRODUCAO DE PROTEASES
POR TRICHODERMA ORIENTALE ISOLADO DO
ECOTONO CERRADO PIAUIENSE FERMENTADO EM
RESIDUOS AGROINDUSTRIAIS E
COMPATIBILIDADE ENZIMATICA COM
DETERGENTES E SABOES COMERCIAIS

CNPA
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RESUMO SIMPLES- AVALIACAO DA ATIVIDADE

XII - SEMANA ACADEMICA

FIBRINOLITICA E TOXICIDADE DA CASTANHEIRA DE MEDICINA
DO GURGUEIA (DIPTERYX LACUNIFERA DUCKE) VETERINARIA
MENCAO HONROSA- AVALIACAO DE PROTEASES CNPA
DA CASCA DA CASTANHEIRA DO GURGUEIA
(Dipteryx lacunifera Ducke) NA APLICACAO EM RACAO
PARA FRANGOS DE CORTE
PREMIACAO-DIGESTIBILIDADE IN VITRO DE CIAGRO
RACOES AVICOLAS ENRIQUECIDAS COM
PROTEASES EXTRAIDAS DA FAVA DO MORCEGO
(DIPTERYX LACUNIFERA DUCKE)
APRESENTACAO ORAL- EXTRACTION, | 1JORNADA CIENTIFICA DO
BIOCHEMICAL CHARACTERIZATION, AND PROGRAMA DE POS
TOXICITY EVALUATION OF PROTEASES FROM THE GRADUACAO EM
FRUIT PEEL OF THE GURGUEIA NUT TREE ZOOTECNIA
(DIPTERYX LACUNIFERA DUCKE) AND ASSESSMENT TROPICAL/PPGZT

OF THEIR STABILITY IN BROILER CHICKEN FEED

RESUMO SIMPLES-PRE-PURIFICATION OF 11 SIMPOSIO IBERO
FIBRINOLYTIC PROTEASES FROM GURGUEIA AMERICANO SOBRE
CHESTNUT USING AQUEOUS TWO-PHASE SYSTEMS SISTEMAS AQUOSOS
BIFASICOS (SISAB)
PARTICIPACAO EM BANCAS DE DEFESA DE TCC 6 BANCAS

CO-ORIENTACAO EM TCC

2 CO-ORIENTACOES
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